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  Neutro	  
OD	   	   Densidad	  óptica	  
OMS	  	   	   Organización	  Mundial	  de	  la	  Salud	  
PAMP	   	   Patrones	  moleculares	  de	  reconocimiento	  asociados	  a	  patógenos*	  
PAT	   	   Poliaciltrehalosas	  
PBS	   	   Buffer	  fosfato	  salino*	  
PCR	   	   Reacción	  en	  Cadena	  de	  la	  Polimerasa*	  	  
PDIM	   	   Ftiocerol	  dimicoserato	  
PG	   	   Péptidoglicano	  
PGE2	   	   Prostaglandina	  E2	  
PI	   	   Fosfatidil	  inositol*	  
PIM	   	   Fosfatidil	  inositol	  manano	  –	  manósido	  de	  fosfatidil	  inositol*	  
PL	   	   Fosfolípido*	  
PLG	   	   Fenolglicolípidos*	  	  
PPD	   	   Derivados	  proteicos	  purificados*	  
qRT	  –	  PCR	   Reacción	   en	  Cadena	  de	   la	   Polimerasa	   con	   transcripción	   reversa	   cuantitativa	   (Real	   time	  
PCR)*	  
rpm	  	   	   Revoluciones	  por	  minuto	  
SCE	   	   Electrodo	  de	  calomel	  saturado*	  
SIDA	  	   	   Síndrome	  de	  inmuno-­‐deficiencia	  adquirida	  
SL	  	   	   Sulfolípido	  
TAG	   	   Triacilglicerol	  
TAT	   	   Triaciltrehalosas	  
TB	  	   	   Tuberculosis	  
TGF	  β	   	   Factor	  de	  transformación	  tumoral	  β∗	  
TDM	  	   	   Dimicolato	  trehalosa*	  
TLC	   	   Cromatografía	  en	  capa	  delgada*	  
TLR	   	   Toll-­‐like	  receptor	  (receptor	  tipo	  Toll)*	  	  
TLR2	   	   Toll-­‐like	  receptor	  2*	  
TNFα	   	   Factor	  de	  Necrosis	  tumoral	  alpha*	  
TST	   	   Test	  de	  la	  tuberculina	  
UFC	   	   Unidades	  formadoras	  de	  colonia	  
VIH	  	   	   Virus	  de	  inmuno-­‐deficiencia	  humana	  
XDR-­‐TB	  	   Tuberculosis	  extremadamente	  multidrogorresistente	  
	  
*	  Abreviaturas	  provenientes	  de	  términos	  en	  inglés.	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RESUMEN	  
	  
Mycobacterium	  tuberculosis	  (Mtb)	  es	  el	  patógeno	  de	  origen	  bacteriano	  que	  causa	  el	  mayor	  número	  de	  
muertes	  en	  el	  mundo.	  Según	  reportes	  de	  la	  Organización	  Mundial	  de	  la	  Salud	  (OMS),	  aproximadamente	  
un	  tercio	  de	  la	  población	  mundial,	  se	  encuentra	  infectada	  con	  Mtb,	  una	  situación	  que	  se	  complica	  por	  la	  
multirresistencia	  a	   los	  compuestos	  antituberculosos.	  Mtb	  puede	  sobrevivir	  en	   los	   individuos	   infectados	  
por	  décadas	  sin	  causar	  manifestaciones	  clínicas	  en	  un	  estado	  conocido	  como	  	  tuberculosis	  (TB)	  latente,	  
produciéndose	  TB	  activa	  en	  aproximadamente	  un	  10%	  de	   los	   individuos	   infectados	  en	  algún	  momento	  
de	   su	   vida.	   La	   OMS	   considera	   la	   TB,	   junto	   con	   el	   SIDA	   y	   la	  malaria	   como	   “enfermedades	   ligadas	   a	   la	  
pobreza”.	  
	  
El	  diseño	  de	  compuestos	  antituberculosos	  requiere	  el	  conocimiento	  de	  los	  mecanismos	  que	  permiten	  la	  
sobrevivencia	   del	   bacilo	   latente,	   caracterizado	  por	   enfrentar	   situaciones	   de	   estrés	   como	  bajo	   nivel	   de	  
oxígeno	   (hipoxia)	   y	   de	   nutrientes	   (inanición).	   El	   bacilo	   tuberculoso	   en	   estado	   latente	   es	   capaz	   de	  
sobrevivir	   en	   los	   fagosomas	   de	   células	   dendríticas,	   monocitos	   y	   macrófagos	   alveolares,	   utilizando	  
diferentes	   vías	   para	   evadir	   la	   respuesta	   inmune.	   La	   inhibición	   de	   la	   maduración	   del	   fagosoma,	   la	  
resistencia	  a	  mecanismos	  microbicidas	  y	   la	  evasión	  de	  las	  defensas	  mediadas	  por	  citocinas	  son	  algunos	  
ejemplos	  de	  cómo	  Mtb	  logra	  su	  supervivencia.	  
	  
En	  estado	   latente,	  Mtb	  modifica	   la	  estructura	  general	  de	   la	  envoltura	   celular	   impidiendo	   su	  detección	  
por	   microscopía	   convencional	   y	   por	   tinción	   Ziehl-­‐Nielsen.	   Estudios	   preliminares	   en	   nuestro	   grupo	   de	  
investigación	  muestran	  que	  existe	  una	  disminución	  de	  la	  fijación	  del	  colorante	  rojo	  neutro	  (RN)	  en	  Mtb	  
crecidas	  bajo	  condiciones	  de	  hipoxia	   in	  vitro,	   lo	  que	  sugiere	  una	  variación	  en	   la	  virulencia.	   Igualmente	  
hemos	   observado	   que	   glicolípidos	   como	   sulfolípido	   (SL)	   y	   diaciltrehalosas	   (DAT)	   se	   presentan	   en	  
cantidades	  diferenciales	  cuando	  las	  micobacterias	  son	  cultivadas	  bajo	  condiciones	  de	  hipoxia,	  lo	  que	  nos	  
induce	  a	  pensar	  que	  en	  latencia	  existe	  una	  alteración	  de	  la	  virulencia	  y	  posible	  alteración	  de	  la	  respuesta	  
inmune	   mediada	   por	   glicolípidos	   de	   envoltura.	   Este	   hecho	   se	   puede	   relacionar	   con	   la	   influencia	   del	  
regulador	  transcripcional	  PhoP	  (considerado	  también	  como	  factor	  de	  virulencia)	  que	  regula	  la	  respuesta	  
al	   estrés	   celular	   de	   Mtb	   y	   la	   biosíntesis	   de	   diversos	   componentes	   lipídicos	   presentes	   en	   la	   pared	  
micobacteriana.	  Hasta	   el	  momento	  no	   se	   ha	   reportado	  el	   efecto	   de	   la	   hipoxia	   en	   la	   regulación	  de	   los	  
genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  los	  glicolípidos	  SL	  y	  DAT/poliaciltrehalosas	  (PAT),	  un	  mecanismo	  
que	  podría	  ser	  relevante	  para	  la	  supervivencia	  del	  bacilo	  en	  las	  condiciones	  hostiles	  del	  macrófago.	  
	  
Actualmente	  existen	  diversos	  modelos	  in	  vitro	  para	  estudiar	  cambios	  fisiológicos	  de	  las	  micobacterias	  en	  
estado	   latente,	   entre	   ellos	   se	   encuentra	   el	   reportado	   por	   Wayne	   y	   Hayes	   en	   el	   que	   se	   produce	   un	  
agotamiento	   gradual	   de	   oxígeno	   en	   el	   medio	   de	   cultivo,	   donde	   las	   bacterias	   entran	   en	   un	   estado	  
persistente	  no	  replicativo	  (NRP)	  simulando	  el	  ambiente	  del	  bacilo	  tuberculoso	  dentro	  del	  granuloma.	  Por	  
otro	   lado,	   los	   modelos	   de	   inanición	   permiten	   detectar	   cambios	   metabólicos	   en	   micobacterias	   que	  
carecen	   de	   nutrientes	   para	   su	   crecimiento	   y	   diseminación.	   Es	   claro	   que	   en	   estos	   modelos,	   el	   bacilo	  
tuberculoso	   entra	   en	   un	   estado	   de	   dormancia,	   en	   el	   que	   solamente	   se	   llevan	   a	   cabo	   funciones	  
metabólicas	  relevantes	  para	  lograr	  supervivencia	  de	  la	  bacteria.	  Estos	  cambios	  pueden	  ser	  monitoreados	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con	   el	   uso	   de	   técnicas	   electroquímicas	   de	   alta	   sensibilidad,	   lo	   que	   permite	   considerar	   la	   hipoxia	   e	  
inanición	  como	  modelos	  experimentales	  pertinentes	  en	  el	  estudio	  de	  latencia	  en	  micobacterias.	  
	  
En	  el	  presente	   trabajo	   se	  utilizaron	  micobacterias	   cultivadas	  en	  condiciones	  de	  hipoxia	  y	  anaerobiosis,	  
para	   determinar	   el	   nivel	   de	   transcripción	   de	   genes	   involucrados	   en	   la	   biosíntesis	   de	   SL	   y	   DAT/PAT.	   El	  
estado	  metabólico	   real	   de	   las	   bacterias	   utilizadas	   se	   determinó	  mediante	  medidas	   electroquímicas,	   lo	  
que	   igualmente	   se	   corroboró	   mediante	   determinación	   de	   algunas	   características	   bioquímicas	   de	   las	  
células.	   Específicamente,	   se	   estimó	   de	   forma	   indirecta	   el	   cambio	   de	   metabolismo	   generado	   por	   la	  
hipoxia	   y	   la	   inanición	   en	  Mtb	   H37Ra,	  M.	   bovis	   BCG	   y	  M.	   smegmatis	   mc2155,	   midiendo	   por	   medio	  
cronoamperometría	   y	   cronopotenciometría	   el	   intercambio	   electrónico	   entre	   la	   micobacteria	   y	   el	  
mediador	  electroquímico	  2,6	  -­‐	  diclorofenol	  indofenol	  (DCIP).	  De	  esta	  forma,	  se	  pudo	  concluir	  la	  utilidad	  
de	   cepas	   de	   micobacterias	   no	   patogénicas	   y	   de	   rápido	   crecimiento	   para	   la	   caracterización	   de	   la	  
dormancia.	  También	  se	  determinaron	  variaciones	  importantes	  en	  la	  actividad	  ureasa,	  catalasa	  y	  nitrato	  
reductasa	   de	   las	   micobacterias	   crecidas	   en	   condiciones	   de	   hipoxia	   e	   inanición,	   corroborando	   y	  
analizando	  características	  del	  estado	  latente.	  	  
	  
De	  manera	   simultánea	   se	  utilizó	  qRT-­‐PCR	  para	   comparar	   los	  niveles	  de	   transcripción	  de	   los	  genes	  que	  
codifican	  para	  aciltranferasas	  papA1	  (SL),	  papA2	  (SL)	  y	  papA3	  (PAT),	  policetidosintasas	  pks2	  (SL)	  y	  pks3/4	  
(PAT),	  los	  traslocadores	  mmpL8	  (SL)	  y	  mmpL10	  (PAT)	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT	  y	  del	  
regulador	   transcripcional	   phoP	   de	   Mtb	   H37Rv,	   a	   partir	   de	   bacterias	   cultivadas	   en	   aireación	   y	   en	  
condiciones	   experimentales	   de	   hipoxia:	   bacilos	   en	   estado	   persistente	   no	   replicativo	   (NRP1)	   y	  
anaerobiosis	   (NRP2).	  Se	  encontró	  que	  existe	  una	  alta	  tasa	  de	  transcripción	  de	   los	  genes	  pks	  cuando	  se	  
llega	  a	  anaerobiosis	  y	  una	  fuerte	  represión	  de	  los	  traslocadores	  lo	  cual	  explica	  las	  variaciones	  fenotípicas	  
encontradas	  para	  SL	  y	  DAT	  en	  hipoxia,	  detectadas	  previamente	  en	  nuestro	  grupo	  de	  investigación.	  
	  
Palabras	  clave:	  Mycobacterium	  tuberculosis,	  latencia,	  hipoxia,	  inanición,	  sulfolípido,	  poliaciltrehalosas.	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1. JUSTIFICACIÓN	  
	  
Según	  la	  OMS,	  la	  TB	  es	  uno	  de	  los	  mayores	  problemas	  de	  salud	  pública	  en	  el	  mundo	  [1],	  especialmente	  
agravado	   por	   el	   surgimiento	   de	   TB	   multidrogorresistente	   (MDR-­‐TB),	   extremadamente	  
multidrogorresistente	  (XDR-­‐TB),	   	   la	  coinfección	  TB-­‐VIH,	   la	  movilidad	  de	  personas	  desde	  zonas	   	  con	  alta	  
incidencia	  de	   la	  enfermedad	  y	   la	  poca	  efectividad	  de	   la	  vacuna	  BCG	  [2-­‐7].	  Aproximadamente	   la	  tercera	  
parte	  de	  la	  población	  mundial,	  1.7	  billones	  de	  personas	  se	  encuentran	  infectadas	  de	  TB	  en	  forma	  latente	  
[3];	  de	  los	  que	  el	  10%	  manifestará	  resurgimiento	  de	  la	  enfermedad	  presuntamente	  por	  fallas	  a	  nivel	  del	  
sistema	  inmunológico	  y	  el	  otro	  90%	  permanecerá	  asintomático3.	  Según	  reportes	  de	  la	  OMS	  en	  2010	  se	  
presentaron	  8.8	  millones	  de	  nuevos	  casos	  y	  1.45	  millones	  de	  muertes	  por	  TB	  (35%	  de	  los	  casos	  con	  VIH	  
positivo).	   El	   59%	   de	   los	   casos	   se	   presentó	   en	   Asia,	   el	   29%	   en	   África,	   y	   una	   baja	   proporción	   en	   el	  
Mediterráneo	  (7%),	  Europa	  (5%)	  y	  América	  (3%).	  Del	  total	  de	  casos	  440	  000	  fueron	  de	  MDR-­‐TB	  (3,6%),	  de	  
los	  cuales	  el	  50%	  se	  presentaron	  en	  India	  y	  China	  [1].	  A	  nivel	  nacional,	  el	  Instituto	  Nacional	  de	  Salud	  (INS)	  
afirma	   que	   en	   el	   año	   2010	   en	   Colombia	   se	   tuvieron	   9373	   casos	   de	   TB	   pulmonar,	   	   2073	   de	   TB	   extra-­‐
pulmonar	  y	  133	  de	  TB	  meníngea.	  También	  informa	  que	  las	  tasas	  de	  incidencia	  (casos/100000	  habitantes)	  
más	  altas	  se	  presentaron	  en	  los	  departamentos	  de	  Amazonas	  (112.2),	  Chocó	  (79.9),	  Quindío	  (52.1),	  y	  en	  
el	  distrito	  de	  Barranquilla	  (44.5)	  [8,9]	  .	  	  
	  
Gran	   parte	   de	   los	   individuos	   infectados	   con	   Mtb	   (agente	   etiológico	   de	   la	   TB)	   no	   desarrollan	   la	  
enfermedad,	   sin	   embargo	   el	   bacilo	   permanece	   en	   el	   huésped	   por	   décadas	   en	   un	   estado	   clínico	  
denominado	   “latencia”	   conservando	   una	   potencial	   reactivación	   que	   desencadenaría	   nuevamente	   la	  
enfermedad	  [4].	  La	  investigación	  del	  estado	  latente	  de	  Mtb	  ha	  generado	  un	  gran	  interés	  en	  desarrollar	  
estrategias	  terapéuticas	  novedosas	  para	  erradicar	  el	  bacilo	  y	  para	  lograr	  establecer	  un	  tratamiento	  más	  
corto	  [10].	  Actualmente	  se	  desconocen	  muchos	  de	  los	  mecanismos	  de	  persistencia	  del	  bacilo,	  proteínas	  
involucradas	   en	   tales	   mecanismos,	   su	   replicación	   en	   macrófagos	   y	   capacidad	   de	   regeneración	   [11],	  
dichos	  factores	  enmarcan	  un	  panorama	  complejo	  en	  el	  manejo	  de	  la	  TB	  y	  su	  erradicación	  futura.	  
	  
El	  diagnostico	  precoz	  y	  la	  vacunación	  son	  algunas	  de	  las	  medidas	  para	  controlar	  la	  TB.	  La	  vacuna	  actual	  
basada	  en	  la	  cepa	  M.	  bovis	  BCG	  es	  ineficaz	  en	  casos	  de	  TB	  pulmonar	  en	  adultos,	  solamente	  ha	  mostrado	  
importancia	   en	   pocos	   casos	   de	   TB	   infantil.	   Entre	   las	   falencias	   de	   la	   vacuna	   BCG,	   se	   destaca	   que	   su	  
respuesta	   inmune	  no	  es	  suficiente	  para	  contrarrestar	   la	  acción	  de	  micobacterias	  patógenas	   libres	  en	  el	  
ambiente	  [12,13],	  no	  genera	  un	  adecuado	  desarrollo	  de	  linfocitos	  T	  ayudadores	  (TH),	  [14]	  existen	  efectos	  
secundarios	   leves	   (cicatrizaciones	  y	   lesiones	  en	   la	   zona	  de	   inoculación	  de	   la	  vacuna),	  dificultades	  en	  el	  
control	  de	  calidad,	  etc.	  Por	  otro	   lado,	  diversas	  proyecciones	  aseguran	  que	  el	  desarrollo	  de	  vacunas,	  su	  
implementación	  y	  evaluación	  generarán	  altos	  costos,	  una	  gran	  problemática	  teniendo	  en	  cuenta	  que	  la	  
TB	  tiene	  mayor	  incidencia	  en	  países	  subdesarrollados	  [15].	  	  
	  
La	  erradicación	  de	   la	  TB	  se	  realizará	  cuando	  se	  pueda	  controlar	   la	   infección	  tuberculosa	   latente.	  Por	   lo	  
anterior,	   es	   necesario	   elucidar	   diversos	   mecanismos,	   cambios	   y	   adaptaciones	   que	   presenta	   la	  
micobacteria	  en	  estado	  de	  latencia	  para	  así	  detectar	  nuevas	  dianas	  terapéuticas	  que	  permitan	  diseñar	  y	  
evaluar	   compuestos	   antituberculosos	   y/o	   vacunas	   y	   así	   mismo	   establecer	   marcadores	   fenotípicos	   y	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genotípicos	   que	   permitan	   identificar	   vías	   alternas	   de	   supervivencia	   de	  Mtb	   latente.	   En	   este	   contexto,	  
resulta	   conveniente	   el	   estudio	   del	   efecto	   de	   la	   hipoxia	   y	   la	   inanición	   en	   cepas	   experimentales	   de	  
micobacterias	  para	  dar	  indicios	  del	  comportamiento	  de	  Mtb	  a	  nivel	  metabólico	  y	  bioquímico	  cuando	  es	  
sometida	  a	  crecimiento	  en	  condiciones	  hostiles.	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2.	  	  MARCO	  TEÓRICO	  
	  
	  
2.1 	  Genero	  Mycobacterium	  
	  
2.1.1 Características	  Generales	  
	  
Las	  micobacterias	  son	  bacilos	  rectos	  o	  ligeramente	  curvos,	  de	  entre	  0.2	  y	  0.7	  µm	  de	  grosor	  y	  1.0	  –	  10	  µm	  
de	   longitud.	   Contienen	   una	   alta	   concentración	   de	   lípidos	   en	   su	   pared	   celular	   (60%	   en	   peso	   seco	  
aproximadamente),	   que	   las	   hace	   significativamente	   hidrofóbicas,	   altamente	   resistentes	   a	   agentes	  
químicos	   y	   con	   una	   reducida	   permeabilidad	   a	   los	   colorantes	   de	   tinción,	   lo	   que	   les	   proporciona	   ácido	  
alcohol	   resistencia	   (AAR),	   especialmente	   por	   la	   presencia	   de	   ácidos	   micólicos,	   exclusivos	   del	   	   género	  
Mycobacterium,	   en	   su	   pared	   celular.	   Una	   vez	   teñidas	   mediante	   la	   tinción	   de	   Gram,	   difícilmente	   se	  
decoloran	  al	  aplicar	  alcohol,	  de	  esta	  forma,	  se	  les	  clasifica	  como	  bacterias	  Gram-­‐variables	  [16,17].	  
	  
Las	  micobacterias	   son	  microorganismos	   inmóviles,	   aerobios	  o	  microaerofílicos,	  que	  no	  esporulan	  ni	   se	  
encapsulan.	  El	  manual	  de	  Bergey’s	  describe	  que	  el	  crecimiento	  de	  las	  micobacterias	  es	  similar	  al	  de	  los	  
micelios	  o	   filamentos	   fragmentados	  en	  elementos	  cocoides	   rectos.	   La	  morfología	  de	  sus	  colonias	  varía	  
desde	  bacterias	   lisas	  hasta	  rugosas	  entre	   las	  distintas	  especies,	  muchas	  de	  ellas	  presentan	  más	  de	  una	  
morfología	   colonial.	   Tienden	   a	   crecer	   en	   agregados	   laterales	   de	   bacilos	   encadenados	   debido	  
presuntamente	  a	   la	  presencia	  de	  un	  glicolípido	  en	   la	  pared	  celular	  denominado	  “cord	   factor”.	  Algunas	  
especies	   poseen	   la	   capacidad	   de	   sintetizar	   pigmentos	   carotenoides	   que	   les	   otorgan	   coloraciones	   que	  
varían	   entre	   amarillentas	   y	   rosáceas;	   algunos	   de	   estos	   colores	   son	   más	   evidentes	   cuando	   las	  
micobacterias	   son	   cultivadas	   en	   condiciones	   de	   estrés	   tales	   como	   hipoxia	   (color	   marrón)	   e	   inanición	  
(color	  gris)	  [17].	  
	  
Las	  micobacterias	  contienen	  alto	  contenido	  de	  GC	  en	  la	  estructura	  de	  su	  DNA	  y	  son	  resistentes	  a	  muchos	  
antimicrobianos	  de	  amplio	  espectro	  debido	  a	   las	  restricciones	  de	  transporte	  que	  presenta	  su	  pared	  así	  
como	   la	   presencia	   de	   enzimas	   de	   modificación	   como	   β-­‐lactamasas	   y	   sistemas	   de	   eflujo	   [18].	   Las	  
micobacterias	   son	   sensibles	   a	   la	   estreptomicina,	   un	   aminoglicósido	   que	   actúa	   a	   nivel	   ribosomal	  
inhibiendo	  la	  síntesis	  de	  algunas	  proteínas	  bacterianas	  [19]	  y	  a	  la	  rifampicina	  que	  actúa	  a	  nivel	  de	  síntesis	  
de	   ácidos	   nucleicos	   [20].	   También	   son	   susceptibles	   a	   otros	   antimicrobianos	   que	   actúan	   en	   diferentes	  
dianas	   celulares,	   tales	   como	   la	   isoniazida	   (síntesis	   de	   ácidos	   micólicos),	   pirazinamida	   (actúa	   como	  
profármaco),	  etambutol	  (síntesis	  de	  arabinogalactano)	  y	  fluoroquinonas	  (inhibición	  de	  la	  DNA	  girasa).	  	  
	  
El	  comportamiento	  de	  las	  micobacterias	  difiere	  del	  lugar	  en	  que	  se	  encuentren,	  así,	  las	  que	  se	  alojan	  en	  
cavidades	  pulmonares	  (ambiente	  aerobio)	  hacen	  fisión	  de	  forma	  activa,	  las	  encontradas	  al	  interior	  de	  los	  
macrófagos	   (ambiente	   microaerofílico)	   se	   hallan	   en	   forma	   latente	   y	   las	   confinadas	   en	   granulomas	  
(ambiente	  anaerobio)	  difícilmente	  se	  replican,	  salvo	  que	  mantienen	  su	  viabilidad	  y	  cierta	  resistencia	  [18].	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2.1.2	  	  Formas	  de	  clasificación	  y	  crecimiento	  
	  
El	  género	  Mycobacterium	  se	  puede	  clasificar	  en	  dos	  grandes	  grupos	  taxonómicos	  basados	  en	  su	  cinética	  
de	   crecimiento:	   micobacterias	   de	   rápido	   crecimiento	   y	   lento	   crecimiento.	   Las	   de	   crecimiento	   rápido,	  
como	  M.	  smegmatis,	  	  tienen	  un	  tiempo	  de	  duplicación	  entre	  2	  a	  5	  horas.	  A	  partir	  de	  un	  inóculo	  diluido	  y	  
en	   condiciones	   óptimas	   de	   cultivo,	   sus	   colonias	   crecen	   en	   menos	   de	   7	   días.	   Por	   otra	   parte,	   las	   de	  
crecimiento	  lento	  tienen	  un	  tiempo	  de	  duplicación	  de	  13	  horas	  aproximadamente,	  por	  lo	  que	  necesitan	  
más	  de	  10	  días	  para	  producir	  colonias	  bajo	  condiciones	  similares,	  en	  este	  grupo	  se	  encuentra	  Mtb.	  Los	  
requerimientos	   nutricionales	   de	   las	   micobacterias	   son	   relativamente	   simples,	   normalmente	   estas	  
bacterias	  crecen	  en	  medios	  de	  sales	  minerales	  simples	  con	  amoníaco	  como	  fuente	  de	  nitrógeno	  y	  glicerol	  
o	  acetato	  como	  fuente	  de	  carbono	  y	  donador	  de	  electrones	  en	  aerobiosis	  [17].	  
	  
De	  acuerdo	  a	  su	  pigmentación,	  las	  micobacterias	  se	  pueden	  dividir	  en	  tres	  grupos:	  las	  fotocromógenas,	  
como	  M.	  kansasii	  y	  M.	  marinum,	  que	  forman	  sus	  pigmentos	  por	  la	  presencia	  estricta	  de	  irradiación	  o	  luz,	  
las	  escotocromógenas	  como	  M.	  gordonae,	  que	  producen	  pigmentación	  incluso	  en	  la	  oscuridad,	  y	  las	  no	  
cromógenas	  que	  no	  sintetizan	  pigmentos	  como	  M.tuberculosis	  y	  M.	  bovis	  [17].	  
	  
	  
Figura	  1.	  Esquemas	  generales	  de	  la	  envoltura	  de	  Mtb	  	  (Jackson	  et	  al.	  2007).	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2.2 Principales	  componentes	  de	  la	  envoltura	  de	  Mtb	  	  
	  
La	   envoltura	   de	   Mtb	   comprende	   alrededor	   de	   dos	   terceras	   partes	   de	   su	   peso	   seco	   total,	   esto	   es,	  
representa	  una	   zona	   relevante	  de	  atención	  para	  entender	  diferentes	  mecanismos	  de	   su	  patogénesis	  e	  
implicaciones	  moleculares	  en	  la	  supervivencia	  frente	  al	  sistema	  inmune.	  La	  envoltura	  de	  Mtb	  comprende	  
tres	   partes:	   1)	   membrana	   plasmática,	   2)	   una	   pared	   celular	   compuesta	   por	   lípidos	   y	   carbohidratos	  
diversos	  y	  tres	  moléculas	  unidas	  covalentemente;	  peptidoglicano,	  arabinogalactano	  y	  ácidos	  micólicos,	  y	  
3)	  una	  cápsula	  que	  contiene	  polisacáridos,	  proteínas	  y	  lípidos	  (figura	  1)	  [21].	  	  
	  
2.2.1 Membrana	  plasmática	  
	  
Los	   fosfolípidos	   (PL)	   son	   moléculas	   comunes	   en	   membranas	   celulares	   bacterianas.	   Dado	   el	   alto	  
contenido	  de	  manosa	  en	  las	  micobacterias,	  sus	  PL	  se	  encuentran	  fuertemente	  relacionados	  con	  la	  pared	  
celular.	   Los	   PL	   de	  Mtb	   están	   constituidos	   prácticamente	   por	   fosfodiacilgliceroles	   derivados	   del	   ácido	  
fosfatídico	  (figura	  2	  y	  tabla	  1):	  fosfatidilglicerol	  y	  manósidos	  del	  fosfatidilinositol	  (presentes	  también	  de	  
forma	  libre	  en	  la	  pared	  celular	  y	  cápsula,	  ver	  inciso	  2.2.2.5).	  
	  
Figura	  2.	  Estructura	  de	  fosfolípidos,	  dependiendo	  del	  sustituyente	  “Y”	  recibe	  su	  respectivo	  nombre	  (tabla	  
1).	  	  
	  
Tabla	  1.	  Fosfolípidos	  presentes	  en	  micobacterias	  
Sustituyente	  en	  Y	   Fosfolípido	  
Glicerol	   Fosfatidilglicerol	  
Fosfatidilglicerol	   Difosfatidilglicerol	  
Inositol	   Fosfatidilinositol	  (PI)	  
Inositolmanósido	   Fosfatidilinositolmanósidos	  
Etanolamina	   Fosfatidiletanolamina	  
	  
2.2.2 Pared	  celular	  
	  
La	  pared	  celular	  está	  compuesta	  principalmente	  por	  peptidoglicano	  (PG),	  	  arabinogalactano	  (AG)	  y	  ácidos	  
micólicos	  que	  están	  unidos	   covalentemente	   y	  que	  a	   su	   vez	   enlazan	  algunos	  otros	   lípidos	  de	   forma	  no	  
covalente.	   En	   la	   pared	   se	   encuentra	   por	   lo	   tanto	   un	   complejo	   denominado	   mAGP	   (mycolyl-­‐
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arabinogalatan-­‐peptidoglycan	   complex).	   En	   la	   pared	   se	   encuentran	   intercalados	   otros	   componentes	  
relevantes	  que	  comparten	   la	  característica	  de	  poseer	  manosa	  en	  grandes	  cantidades	  y	  que	  en	  algunos	  
casos	  forman	  parte	  también	  de	  la	  cápsula:	  proteínas	  específicas	  de	  pared	  mano-­‐glicosiladas,	  manósidos	  
de	   fosfatidil	   inositol	   (PIMs),	   lipomanano	   (LM),	   lipoarabinomanano	   (LAM)	   y	   glicolípidos.	   Estas	  
biomoléculas	   manosiladas	   tienen	   como	   función	   inducir	   la	   fagocitosis	   y	   posterior	   interacción	   con	   los	  
macrófagos	  por	  medio	  de	  rutas	  de	  señalización	  definidas;	  su	  concentración	  se	   incrementa	  solo	  cuando	  
hay	  interacción	  con	  tales	  macrófagos	  [22].	  	  
	  
Cuando	  se	  hace	  lisis	  celular	  de	  Mtb,	  los	  lípidos	  libres	  entre	  ellos	  PIMs,	  LM	  y	  LAM	  pueden	  ser	  solubilizados	  
por	  extracción	  con	  solventes,	  no	  obstante,	  el	  complejo	  mAGP	  permanece	  insoluble.	  De	  forma	  general,	  se	  
puede	   decir	   que	   los	   lípidos	   y	   proteínas	   accesorias	   de	   la	   pared	   están	   involucrados	   en	   procesos	   de	  
señalización	   mientras	   que	   el	   complejo	   molecular	   insoluble	   es	   responsable	   de	   la	   viabilidad	   celular,	  
soporte	  y	  protección	  en	  ambientes	  hostiles.	  Se	  conoce	  que	  el	  etambutol	  es	  un	  antituberculoso	  capaz	  de	  
interferir	   con	   la	   síntesis	   de	   polímeros	   de	   arabinosa,	   por	   tanto	   interfiere	   con	   la	   síntesis	   completa	   de	  
mAGP	  [22].	  La	  figura	  3	  muestra	  un	  esquema	  general	  de	  la	  agrupación	  de	  las	  distintas	  biomoléculas	  que	  
hacen	  parte	  de	  la	  pared	  de	  Mtb.	  	  
	  
	  
Figura	  3.	  Esquema	  general	  de	  los	  componentes	  de	  pared	  celular	  de	  Mtb	  (Torrelles	  et	  al.,	  2010)	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2.2.2.1 Péptidoglicano	  
	  
El	  peptidoglicano	  (PG)	  es	  el	  componente	  de	  pared	  celular	  más	  común	  en	  bacterias,	  está	  compuesto	  por	  
unidades	   alternadas	   de	   N-­‐acetilglucosamina	   (GlcNAc)	   y	   ácido	   murámico	   modificado	   (Mur)	   unidas	  
mediante	   enlaces	  β	   1-­‐4	   (figura	   4)	   [22].	   El	   tetrapéptido	   de	   secuencia	   L-­‐alanina-­‐D-­‐isoglutamina-­‐D-­‐ácido	  
mesodiaminopimelico	   –	   D-­‐	   alanina	   se	   une	   a	   Mur	   por	   medio	   de	   un	   enlace	   tipo	   amida	   con	   el	   grupo	  
carboxilo	   presente	   en	   la	   posición	   3	   de	   dicha	  molécula.	   El	   PG	   de	  micobacterias	   se	   diferencia	   de	   otras	  
bacterias	  porque	   los	   residuos	  Mur	   se	  encuentran	  N-­‐acilados	  con	  ácido	  glicólico,	   y	  el	  entrecruzamiento	  
entre	   cadenas	   peptídicas	   se	   da	   entre	   dos	   residuos	   de	   ácido	  meso-­‐diaminopimélico,	   además	   de	   entre	  
residuos	  de	  ácido	  meso-­‐diaminopimélico	  y	  D-­‐	  Alanina.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (A)	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (B)	  
	  
	  
Figura	  4.	  PG	  en	  micobacterias.	  El	  monómero	  PG	  (A)	  se	  une	  por	  el	  ácido	  murámico	  a	  la	  alanina	  del	  
péptido	  de	  la	  siguiente	  molécula	  de	  monómero	  (B)	  [23].	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2.2.2.2 Arabinogalactano	  (AG)	  
	  
El	  arabinogalactano	  (AG)	  representa	  aproximadamente	  el	  35%	  de	   la	  pared	  celular	  micobacteriana	  [24].	  
Está	   formado	   por	   tres	   cadenas	   de	   arabinomanano	   (27	   D-­‐arabinofuranosa)	   unidas	   a	   un	   núcleo	   de	  
homogalactano	  (32	  residuos	  de	  D-­‐galactofuranosa)	  que	  alterna	  uniones	  5	  y	  6	  β-­‐D-­‐galactofuranosa.	  Por	  
depolimerización	   parcial	   de	   AG-­‐per-­‐O-­‐alquilado	   y	   análisis	   de	   oligómeros	   generados	   por	   CG-­‐MS	  
(cromatografía	   de	   gases	   acoplada	   a	   espectrometría	   de	   masas)	   y	   FAB–MS	   se	   han	   determinado	   las	  
siguientes	  características	  (Figura	  5):	  
	  
• Los	  residuos	  de	  Ara	  and	  Gal	  están	  en	  forma	  furanosa	  
• El	  extremo	  no	  reductor	  de	   las	  cadenas	  de	  arabinano	  posee	  el	  motivo	  estructural:	   [β-­‐D-­‐Araf-­‐(1-­‐
2)–α-­‐D-­‐Araf]2–3,5-­‐α-­‐D-­‐Araf-­‐(1-­‐5)–α-­‐D-­‐Araf	  
• La	  mayoría	  de	  las	  cadenas	  de	  arabinano	  son	  uniones	  5-­‐α-­‐D-­‐Araf	  con	  ramificaciones	  introducidas	  
por	  la	  presencia	  de	  enlaces	  3,5-­‐α-­‐D-­‐Araf	  
• Las	  cadenas	  de	  arabinano	  se	  encuentran	  unidas	  al	  C-­‐5	  y	  en	  algunos	  casos	  al	  C-­‐6	  de	  residuos	  de	  
Galf,	  además	  dos	  o	  tres	  cadenas	  de	  arabinano	  se	  encuentran	  unidas	  al	  núcleo	  de	  galactano.	  
• La	  región	  de	  galactano	  está	  formada	  por	  alternación	  linear	  de	  residuos	  de	  β-­‐D-­‐Araf	  	  unidos	  en	  5	  y	  
6.	  
• La	   región	   de	   galactano	   del	   AG	   está	   unida	   al	   C-­‐6	   de	   algunos	   residuos	   de	  MurNGly	   del	   PG,	   por	  
medio	  de	  un	  enlace	  glicosil	  fosfato.	  
• 	  Los	   ácidos	   micólicos	   se	   encuentran	   localizados	   en	   grupos	   de	   cuatro	   en	   el	   extremo	  
hexaarabinofuranosido,	  pero	  solo	  dos	  tercios	  de	  estos	  son	  micolados	  [22].	  
	  
	  
Figura	  5.	  Estructura	  del	  AG.	  El	  AG	  se	  une	  por	  el	  linker	  a	  la	  molécula	  de	  PG	  (Lee	  et	  al.,	  1993).	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2.2.2.3 Ácidos	  micólicos	  
	  
Son	   ácidos	   grasos	   de	   alto	   peso	   molecular,	   β-­‐hidroxilados	   y	   ramificados	   en	   posición	  α	   con	   una	   larga	  
cadena	   alifática,	   y	   estan	   presentes	   en	   la	   pared	   celular	   de	   un	   restringido	   grupo	   de	   géneros	  
(Mycobacterium,	  Gordona,	  Rhodococcus,	  Corynobacterium	  y	  Nocardia).	  Los	  ácidos	  micólicos	  se	  designan	  
con	  números	  romanos,	  correspondiendo	  el	   tipo	   I	  a	   los	  micolatos	  no	  oxigenados	  de	  cadena	   larga	  o	  α	  –	  
micolatos,	   el	   tipo	   II	   a	   micolatos	   no	   oxigenados	   de	   cadena	   corta	   o	   α’	   –	   micolatos,	   el	   tipo	   III	   a	  
metoximicolatos,	   el	   tipo	   IV	   a	   cetomicolatos,	   el	   tipo	  V	   a	   epoximicolatos	   y	   el	   tipo	  VI	   a	   carboximicolatos	  
(Figura	  6).	  La	  función	  de	  los	  ácidos	  micólicos	  en	  cuanto	  a	  patogenicidad	  no	  es	  del	  todo	  clara,	  lo	  único	  que	  
se	  conoce	  es	  que	  tiene	  actividad	  adjuvante	  con	  diferentes	  aciltrehalosas	  (ver	  más	  adelante).	  A	  nivel	  de	  
estructura	  de	  envoltura,	  los	  ácidos	  micólicos	  son	  en	  gran	  parte	  los	  responsables	  del	  carácter	  altamente	  
hidrofóbico	  y	  la	  baja	  permeabilidad	  de	  las	  micobacterias.	  Dada	  la	  relevancia	  de	  estas	  moléculas,	  se	  han	  
desarrollado	   compuestos	   antituberculosos	   que	   interfieren	   en	   su	   biosíntesis	   tal	   como	   es	   el	   caso	   de	   la	  
isoniazida	  que	  inhibe	  la	  enzima	  InhA	  (proteína	  enoil	  reductasa)	  esencial	  para	  la	  síntesis	  de	  ácidos	  grasos	  
de	  cadena	  larga.	  El	  patrón	  de	  ácidos	  micólicos	  presentes	  en	  Mtb	  son	  los	  I,	  III,	  IV	  [25].	  	  
	  
α	  –	  micolato	  
	  
metoxi	  –	  micolato	  
	  
ceto-­‐	  micolato	  
	  
Los	  valores	  m1	  y	  m3	  son	  15,	  17	  y	  19;	  	  m2	  depende	  de	  la	  presencia	  (13,	  15	  y	  17)	  o	  ausencia	  (12,	  14	  y	  16)	  de	  una	  ramificación	  con	  metilo	  próxima.	  
La	  longitud	  total	  para	  α	  es	  de	  78	  –	  80	  carbonos,	  para	  metoxi	  es	  83	  -­‐	  87,	  y	  para	  ceto	  de	  84	  –	  86	  carbonos.	  
	  
Figura	  6.	  Estructura	  de	  ácidos	  micólicos	  comunes	  en	  Mtb	  (Luquín	  et	  al.,	  1991).	  
	  
2.2.2.4 Lipoarabinomanano	  (LAM)	  y	  ManLAM	  
	  
El	   lipoarabinomanano	   (LAM)	   es	   expresado	   por	   diversas	   especies	   de	   Mycobacterium	   de	   lento	  
crecimiento.	  Suele	  no	  encontrarse	  solo,	  es	  decir,	  se	  encuentra	  unido	  a	  una	  capa	  adicional	  de	  múltiples	  
unidades	  de	  manosa,	  este	  complejo	  se	  conoce	  entonces	  como	  ManLAM.	  LAM	  es	  una	  de	   las	  moléculas	  
más	  abundantes	  en	  la	  envoltura	  de	  micobacterias	  dado	  que	  es	  una	  de	  las	  responsables	  de	  la	  interacción	  
con	  los	  fagocitos	  del	  sistema	  inmune.	  ManLAM	  es	  una	  estructura	  tripartita	  conformada	  por	  un	  centro	  de	  
tipo	  carbohidrato	   (D-­‐manano	  y	  D-­‐arabinano),	  un	  anclaje	  de	   tipo	  manosil-­‐fosfatidil-­‐myo-­‐inositol	   (MPI)	  y	  
varios	  motivos	  de	  manosa.	  En	  el	  caso	  de	  Mtb,	   los	  motivos	  manooligosacáridos	  están	  unidos	  al	  extremo	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no	   reductor	   del	   D-­‐arabinano.	   Las	   capas	   de	   manosa	   del	   ManLAM	   son	   las	   encargadas	   de	   unirse	   a	   los	  
receptores	   de	   manosa	   (MR)	   de	   los	   macrófagos,	   aunque	   también	   lo	   hacen	   las	   demás	   moléculas	  
mencionadas	   con	   motivos	   de	   manosa	   [26].	   Se	   ha	   reportado	   que	   ManLAM	   es	   capaz	   de	   reducir	   las	  
actividades	  microbicidas	   gracias	   a	  que	   reduce	   la	   tasa	  de	  producción	  de	  óxido	  nítrico	   y	  de	   citocinas	  de	  
inflamación.	  En	  la	  respuesta	  inmune	  se	  generan	  diversos	  macrófagos	  vacuolados	  que	  contienen	  grandes	  
cantidades	  de	  ManLAM	   (o	  derivados	  metabólicos)	   que	   interfieren	   en	   la	   expresión	  de	  MHC-­‐II.	   El	   papel	  
que	  desempeña	  el	  ManLAM	  en	  este	  caso	  no	  es	  del	  todo	  claro	  pues	  se	  ha	  reportado	  que	  su	  existencia	  en	  
los	   macrófagos	   evita	   que	   se	   lleve	   a	   cabo	   la	   fusión	   fagosoma	   –	   lisosoma	   “estableciendo”	   una	   pared	  
adicional	   que	   no	   permite	   la	   destrucción	   del	   bacilo	   y	   que	   mantiene	   en	   constante	   uso	   los	   MR;	   los	  
interrogantes	  sobre	  este	  asunto	  redundan	  en	  si	  el	  ManLAM	  directamente	  inhibe	  diversos	  procesos	  o	  sus	  
derivados	  metabólicos	  generados	  por	  actividad	  degradativa	  de	  los	  macrófagos	  [26,27].	  	  
	  
LAM	   se	   encuentra	   anclado	   a	   la	   membrana	   plasmática	   y	   atraviesa	   toda	   la	   envoltura	   pues	   suele	  
encontrarse	   de	   forma	   superficial	   en	   el	   bacilo	   [28].	   LAM	  está	   compuesto	   por	   un	   grupo	   PI	   anclado	   a	   la	  
membrana	   plasmática	   y	   unido	   covalentemente	   a	   un	   grupo	   de	   arabinomanano.	   Su	   parte	   polisacárida	  
posee	  una	  cadena	  principal	  de	  subunidades	  D-­‐Manp	  unidas	  por	  enlaces	  α(1→6),	  a	  la	  cual	  unen	  residuos	  
D-­‐Manp	  por	  enlaces	  α(1→2)	  y	  residuos	  D-­‐Araf	  unidos	  a	  su	  vez	  por	  enlaces	  α(1→2).	  Ver	  figura	  7	  [29].	  
	  
	  
	  
Figura	  7.	  Estructura	  	  general	  de	  LAM	  en	  Mtb	  (Besra	  et	  al.,	  1994).	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2.2.2.5 Lipomanano	  (LM)	  y	  Manósidos	  de	  fosfatidil	  inositol	  (PIMs)	  
	  
LM	  y	  los	  PIMs	  están	  presentes	  en	  todas	  las	  especies	  de	  micobacterias	  pero	  dependiendo	  el	  caso	  tienen	  
modificaciones	  en	  su	  estructura.	  Estos	  dos	  grupos	  de	  moléculas	  son	  responsables	  de	  regular	  la	  expresión	  
de	  citocinas,	  la	  respuesta	  de	  células	  T	  y	  la	  respuesta	  oxidante	  de	  los	  macrófagos,	  además	  que	  se	  unen	  a	  
los	  TLR2	  (Receptores	  tipo	  Toll	  2)	  que	  desencadenan	  apoptosis	  y	  respuesta	  post-­‐inflamatoria. LM	  y	  PIMs	  
difieren	  en	  que	  el	  primero	  tiene	  un	  numero	  de	  manosas	  en	  forma	  piranosa	  (manano)	  significativamente	  
superior	   respecto	   a	   los	   PIMs,	   los	   enlaces	  de	   estos	   azúcares	   son	  α(1→6).	   Los	   PIMs	   (se	   clasifican	   como	  
fosfolípidos,	   en	   este	   texto	   se	   describen	   junto	   con	   las	   moléculas	   manosiladas	   dada	   su	   importancia	  
biológica)	   se	  dividen	  en	  dos	  grupos	  dependiendo	  del	  número	  de	  manosas,	  así,	   los	  PIMs	  de	  bajo	  orden	  
tienen	  de	  1	  a	  4	  manosas	  y	   los	  de	  orden	  superior	  tienen	  de	  5	  a	  6	  manosas	  (Figura	  8).	  Los	  PIMs	  de	  bajo	  
orden	  tienen	  un	  extremo	  α(1	  –	  6)-­‐manosa	  que	  le	  sirve	  para	  participar	  en	  el	  receptor	  de	  complemento	  C3	  
y	  así	  facilitar	  la	  unión	  de	  endosomas	  tempranos.	  Los	  PIMs	  de	  orden	  superior	  tienen	  un	  extremo	  α(1	  –	  2)-­‐
di	  o	  monomanosa	  característico	  de	  los	  motivos	  de	  manosa	  de	  ManLAM,	  de	  esta	  forma,	  la	  unión	  con	  MR	  
limita	   los	   procesos	   de	   unión	   fagosoma	   –	   lisosoma.	   Las	   uniones	   eficientes	   de	   estas	   moléculas	   al	   MR	  
depende	  del	  grado	  de	  acilación	  que	  tengan	  las	  mismas	  en	  el	  motivo	  MPI,	  así,	   las	  formas	  triaciladas	  son	  
las	  reconocidas	  eficientemente	  por	  MR	  [26].	  	  
	  
	  
Figura	  8.	  Estructura	  de	  PIM6	  (Jackson	  et	  al.,	  2007)	  
	  
	  
2.2.2.6 Glicolípidos	  
	  
Un	  grupo	  adicional	  de	  compuestos	  sintetizados	  en	  la	  pared	  micobacteriana	  son	  los	  glicolípidos,	  que	  son	  
moléculas	  expuestas	  en	   la	  superficie	  de	   la	  bacteria	  (junto	  con	  moléculas	  capsulares).	  Se	  ha	  establecido	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que	   son	   fundamentales	   a	   la	   hora	   de	   inhibir	   procesos	   antimicrobianos	   del	   fagosoma	   y	   constituyen	   la	  
primera	   línea	   de	   interacción	   con	   la	   maquinaria	   de	   fagocitosis	   de	   los	   macrófagos,	   por	   lo	   anterior,	   se	  
consideran	   como	   factores	   de	   virulencia	   [30].	   Entre	   los	   glicolípidos	  más	   destacados	   se	   encuentran	   los	  
fenolglicolípidos	  (PGL),	  lipooligosacáridos	  (LOS)	  y	  las	  aciltrehalosas.	  
	  
2.2.2.6.1 Fenolglicolípidos	  (PGL)	  y	  Ftiocerol	  dimicoserato	  (PDIM)	  
	  
Los	   PGLs	   son	   estructuras	   interesantes	   desde	   el	   punto	   de	   vista	   de	   su	   doble	   polaridad.	   Contienen	   una	  
parte	  glicosídica	  y	  cadenas	  ramificadas	  hidrofóbicas,	  y	  uno	  a	  cuatro	  azúcares	  que	  están	  O-­‐metilados	  en	  
algunas	  ocasiones.	  Por	  otro	  lado,	  la	  parte	  lipídica	  está	  compuesta	  por	  fenol-­‐ftiocerol	  (C33-­‐C41),	  es	  un	  β-­‐
diol	   esterificado	   por	   ácidos	   micoséricos	   o	   tioceránicos	   (C27-­‐C34)	   multiramificados	   con	   grupos	   metilo	  
(figura	  9).	  Aunque	  no	  es	   clara	   su	   función	  en	   términos	  de	   respuesta	   inmune	   y	  defensa,	   se	   sabe	  que	   al	  
utilizar	  mutantes	  carentes	  en	   la	  capacidad	  de	  generar	  el	  precursor	  de	  PGLs	  ácido	  p-­‐hidroxibenzóico,	   la	  
micobacteria	  pierde	  su	  carácter	  modulador	  frente	  al	  ataque	  del	  sistema	  inmune.	  Se	  dice	  entonces	  que	  el	  
núcleo	   aromático	   glicosilado	   de	   los	   PGLs	   es	   relevante	   para	   diversas	   funciones	   biológicas	   del	   bacilo	  
tuberculoso,	   entre	   ellas	   se	   destaca	   la	   síntesis	   de	   PDIM.	   En	  M.	   leprae	   PGL	   es	   un	   fuerte	   inductor	   de	  
desmielinización	  del	   tejido	  nervioso,	   factor	   relevante	  en	   la	   lepra,	  por	  otro	   lado,	   se	  ha	  encontrado	  que	  
esta	  molécula	  interfiere	  en	  la	  presentación	  de	  antígenos	  y	  suprime	  la	  respuesta	  proliferativa	  de	  células	  T	  
en	  M.	  leprae	  y	  cepas	  de	  Mtb	  hipervirulentas	  [21].	  
 
	  
Figura	  9.	  Estructura	  general	  de	  PGLs.	  m=7-­‐8,	  R=	  -­‐CH3,	  -­‐CH3-­‐CH2	  (Jackson	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  
Por	   su	   parte,	   PDIM	   consiste	   en	   una	   cadena	   o	   motivo	   ftiocerol	   (β−diol)	   esterificado	   con	   ácidos	  
micoséricos	  multiramificados	  con	  grupos	  metilo	  (C27-­‐C34,	  figura	  10).	  A	  diferencia	  de	  los	  PLGs,	  PDIM	  es	  
bastante	   apolar.	   Dada	   su	   presencia	   en	   la	   envoltura	   del	   bacilo	   tuberculoso	   sirve	   junto	   con	   los	   ácidos	  
micólicos	  como	  agente	  anti-­‐permeabilizante	  y	  protector	  contra	  agentes	  antimicrobianos	  secretados	  por	  
el	   macrófago,	   además	   representa	   una	   barrera	   física	   entre	   los	   macrófagos,	   células	   dendríticas	   y	  
neutrófilos	  en	  la	  cual	  se	  protege	  a	  la	  micobacteria	  de	  la	  acción	  de	  especies	  intermediarias	  de	  nitrógeno	  y	  
oxígeno,	  por	  otro	   lado,	   se	  conoce	  su	   relación	  con	   la	   capacidad	  de	  Mtb	  de	   replicarse	  en	   fase	  aguda	  de	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infección.	  Su	  exposición	  en	  el	  bacilo	  modula	  la	  secreción	  de	  IL-­‐6	  y	  TNF	  α	  en	  macrófagos	  murinos	  y	  células	  
dendríticas	  [21].	  	  
	  
	  
Figura	  10.	  Estructura	  general	  de	  PDIM.	  n=10-­‐11,	  R=	  -­‐CH3,	  -­‐CH3-­‐CH2	  (Jackson	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  
2.2.2.6.2 Lipooligosacáridos	  (LOS)	  
	  
Estos	   oligosacáridos	   están	   constituidos	   por	   un	   núcleo	   común	   de	   trehalosas	  O-­‐metiladas	   y	   poliaciladas	  
que	   contienen	   2	   ó	   3	   cadenas	   lineales	   o	   metil-­‐ramificadas.	   En	   una	   misma	   especie	   micobacteriana	   se	  
pueden	  presentar	  mezclas	  de	  compuestos	  que	  se	  diferencian	  por	  el	  número	  de	  cadenas	  que	  consituyen	  
los	  LOS	  y	  por	   la	  composición	  del	  núcleo	  oligosacárido	  (figura	  11).	  Se	  ha	  demostrado	  mediante	  estudios	  
inmunoquímicos	  que	  los	  LOS	  expuestos	  en	  la	  superficie	  bacteriana	  están	  relacionados	  con	  los	  procesos	  
de	  unión	  de	  micobacteriófagos,	  inmunogenicidad	  del	  bacilo	  y	  rugosidad	  de	  la	  morfología	  colonial	  [31].	  	  
	  
	  
	  
Figura	  11.	  Estructura	  general	  de	  LOS.	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2.2.2.6.3 Aciltrehalosas	  	  
	  
Las	   aciltrehalosas	   son	   compuestos	   que	   tienen	   la	   estructura	  α,	  α’-­‐trehalosa	   (α	   -­‐D-­‐glucopiranosil	  α	   -­‐D-­‐
glucopiranósido	   o	   α	   -­‐D-­‐trehalosa),	   se	   agrupan	   en	   diferentes	   familias	   como	   son	   el	   dimicolato	   de	  
trehalosa,	  sulfolípido	  y	  poliaciltrehalosas.	  Entre	  muchas	  funciones,	  este	  disacárido	  sirve	  como	  reserva	  de	  
energía	  en	  diversos	  organismos	  diferentes	  a	  Mtb:	  hongos,	  algas,	  insectos	  y	  otras	  bacterias.	  	  	  
	  
2.2.2.6.3.1 Dimicolato	  de	  trehalosa	  (TDM)	  
	  
El	  TDM	  o	  “cord	  factor”	  es	  una	  trehalosa	  esterificada	  por	  algunos	  de	  los	  ácidos	  micólicos	  presentes	  en	  la	  
pared	   celular,	   y	   consiste	   en	   un	   6,6´-­‐dimicolato	   de	  α,α´-­‐D-­‐trehalosa	   (Figura	   12).	   Recibe	   su	   nombre	   de	  
“cord	   factor”	   pues	   en	   principio	   se	   creía	   que	   esta	   aciltrehalosa	   era	   la	   responsable	   de	   permitir	   el	  
crecimiento	  de	  micobacterias	   patogénicas	   en	   forma	  de	   cuerdas	  o	   serpentines.	  Al	   realizar	   extracciones	  
suaves	  de	  esta	  sustancia	  con	  éter	  de	  petróleo	  e	  inocular	  pequeñas	  porciones	  de	  TDM	  en	  ratones,	  éstos	  
extractos	   resultaban	   ser	   tóxicos;	   aparentemente	   TDM	   estimulaba	   actividad	   NADasa	   (nicotinamida	  
adenin	   dinucleótido	   nucleosidasa)	   disminuyendo	   los	   niveles	   de	   NAD	   y	   por	   tanto	   reduciendo	  
significativamente	   la	   actividad	   de	   las	   enzimas	   NAD-­‐dependientes	   en	   microsomas	   hepáticos	   y	   células	  
pulmonares	   [21].	   Entre	   otras,	   las	   actividades	   biológicas	   de	   TDM	   se	   basan	   en	   la	   toxicidad	   sistémica	  
mediada	  por	  citocinas	  y	  su	  efecto	  sinérgico	  con	  sulfolípido	  de	  Mtb	  en	  la	  disfunción	  de	  las	  mitocrondrias	  
disminuye	  la	  actividad	  respiratoria	  y	  la	  fosforilación	  oxidativa	  [32].	  Por	  otra	  parte,	  se	  sabe	  que	  permite	  la	  
liberación	  de	  TNF	  y	  migración	  de	  leucocitos	  [33].	  Es	  un	  componente	  importante	  en	  la	  respuesta	  primaria	  
o	   innata	   del	   sistema	   inmune	   frente	   a	   TB;	   estimula	   la	   producción	   de	   mediadores	   de	   la	   respuesta	  
inflamatoria	  como	  IL-­‐6	  e	  IL-­‐12	  [34].	  	  
	  
	  
Figura	  12.	  Estructura	  de	  TDM.	  	  Las	  cadenas	  alifáticas	  corresponden	  a	  ésteres	  de	  ácidos	  micólicos	  
(Jackson	  et	  al.,	  2007).	  
	  
2.2.2.6.3.2 Sulfolípido	  (SL)	  
	  
Los	  metabolitos	  que	  contienen	  azufre	  son	  escasos	  en	  especies	  procariotes,	  por	  tal	  razón	  este	  grupo	  de	  
moléculas	  son	  tan	  llamativas	  en	  el	  estudio	  de	  Mtb,	  la	  presencia	  de	  este	  tipo	  de	  moléculas	  se	  ha	  asociado	  
con	   la	  fijación	  de	  rojo	  neutro	  (RN)	  en	   la	  superficie	  altamente	  ácida	  del	  bacilo,	  se	  ha	  encontrado	  que	   la	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habilidad	   de	   incorporación	   de	   dicho	   colorante	   depende	   de	   la	   presencia	   de	   iones	   sulfato	   y	   no	   fosfato	  
como	  se	  pensó	  en	  un	   inicio.	  Las	  aciltrehalosas	  de	  tipo	  sulfolípido	  corresponden	  a	  trehalosas	  sulfatadas	  
con	  cuatro	  grupos	  acilo:	  tres	  de	  ellos	  sobre	  el	  primer	  residuo	  glucosídico	  y	  el	  un	  cuarto	  en	  el	  residuo	  que	  
contiene	  el	  grupo	  sulfato.	  SL-­‐I	  es	  el	  sulfolípido	  más	  caracterizado,	  corresponde	  a	  2,3,6,6´-­‐tetracil	  α,	  α´-­‐
trehalosa	   2´-­‐sulfato,	   los	   ácidos	   grasos	   esteárico	   y	   polimetil	   con	   ramificaciones	   (hidroxiftioceránico,	   y	  
ftioceránico,	   C31-­‐C46)	   son	   los	   que	   esterifican	   el	   corazón	   de	   trehalosa	   (figura	   13),	   las	   combinaciones	  
posibles	   de	   estas	   cadenas	   hidrocarbonadas	   son	   las	   que	   permiten	   obtener	   las	   cinco	   familias	   de	   SL	  
presentes	  exclusivamente	  en	  Mtb	  H37Rv	  y	  otras	  cepas	  virulentas	  de	  Mtb	  (Tabla	  2)	  [29].	  	  
	  
Tabla	  2.	  Sulfolípidos	  presentes	  en	  Mtb	  H37Rv	  [29]	  
	  
Sulfolípido	  
	  
Acilación	  
Número	  de	  residuos	  acilo	  
Palmitato/Estearato	   ftioceranato	   Hidroxiftioceranato	  
SL-­‐I	   2,4,6,6´	   1	   0	   3	  
SL-­‐I´	   2,3,6,6´	   1	   0	   3	  
SL-­‐II	   2,3,6,6´	   1	   1	   2	  
SL-­‐II´	   2,3,6,6´	   1	   2	   1	  
SL-­‐III	   2,3,6	   1	   0	   2	  
	  
	  
Figura	  13.	  Estructura	  de	  SL-­‐I	  (2,3,6,6´-­‐tetracil	  α,	  α´-­‐trehalosa	  2´-­‐sulfato),	  (Jackson	  et	  al.,	  2007).	  
	  
	  
Desde	  su	  descubrimiento	   (Middlebrook	  y	   colaboradores,	  1947),	  muchos	  estudios	   in	  vivo	   e	   in	  vitro	  han	  
sugerido	  que	  SL	  juega	  un	  papel	  clave	  en	  la	  virulencia	  de	  Mtb.	  Existen	  estudios	  que	  han	  mostrado	  diversos	  
resultados	   sobre	  el	   rol	  biológico	  de	  SL-­‐I	  aunque	  algunos	   son	  contradictorios	  entre	   sí.	  En	  1974	  Goren	  y	  
colaboradores	  encontraron	  que	   la	   cantidad	  de	  SL	  presente	  en	   los	  diversos	  aislados	   clínicos	  de	  Mtb	   de	  
Gran	   Bretaña	   e	   India	   era	   proporcional	   a	   su	   virulencia	   en	   cobayas,	   no	   obstante,	   en	   1982	   este	  mismo	  
grupo	   de	   investigadores	   observaron	   que	   diversas	   cepas	   que	   mostraban	   alta	   virulencia	   no	   poseían	  
cantidades	   mayores	   de	   SL,	   lo	   que	   llevó	   a	   concluir	   que	   el	   lugar	   de	   origen	   de	   la	   bacteria	   está	  
estrechamente	   correlacionado	   con	   la	   cantidad	   de	   SL	   que	   puede	   presentar	   la	   micobacteria	   [21].	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Posteriormente,	   en	   1976	   se	   demostró	   que	   macrófagos	   tratados	   con	   SL-­‐I	   eran	   capaces	   de	   fijar	   el	  
colorante	  RN,	  aunque	  el	  resultado	  más	  interesante	  fue	  que	  tales	  macrófagos	  no	  eran	  capaces	  de	  hacer	  la	  
fusión	  fagosoma	  –	  lisosoma	  [21].	  Esta	  evidencia	  ha	  sido	  cuestionada	  pues	  la	  dosis	  utilizada	  de	  SL	  en	  estas	  
células	  no	  corresponde	  a	  las	  cantidades	  de	  SL	  que	  puede	  presentar	  una	  carga	  bacilar	  en	  el	  momento	  de	  
la	  infección.	  Se	  ha	  reportado	  también	  que	  SL-­‐I	  inhibe	  la	  liberación	  de	  superóxido	  en	  monocitos	  humanos	  
de	  forma	  sinérgica	  con	  la	  acción	  de	  LPS,	   IFNγ,	  TNFα	  e	  IL-­‐1β	   (desactivación	  de	  monocitos),	  no	  obstante,	  
existen	  diversos	   estudios	   que	  demuestran	   el	   incremento	   en	   la	   liberación	  de	   superóxido	   en	  monocitos	  
previamente	   activados	   con	   LPS,	   probablemente,	   estas	   diferencias	   se	   deben	   a	   los	   protocolos	   de	  
diferenciación	  de	   leucocitos,	  purificación	  de	  SL-­‐I	  y	  dosis	  utilizadas	  del	  mismo	  en	   los	  experimentos	  [21].	  
Kato	  y	  Goren	  evidenciaron	  en	  1974	  que	  la	  toxicidad	  de	  TDM	  está	  correlacionada	  con	  la	  presencia	  de	  SL-­‐I,	  
se	  encontró	  que	  SL-­‐I	  inhibe	  los	  procesos	  de	  fosforilación	  oxidativa	  en	  mitocondrias	  aisladas	  de	  hígado	  de	  
ratones	   en	   presencia	   de	   TDM.	   Cuando	   se	   administraba	   TDM	   y	   SL	   en	   conjunto,	   se	   evidenciaba	   una	  
toxicidad	  reducida	  de	  TDM	  en	  los	  ratones;	  así,	  SL-­‐I	  inhibía	  la	  formación	  de	  granulomas	  por	  el	  aumento	  en	  
las	   citocinas	   anti-­‐inflamatorias	   IL-­‐10	   e	   IL-­‐13	   (dicha	   formación	  de	   granulomas	   en	  principio	   era	   inducida	  
por	  TDM).	  Estos	  hallazgos	  muestran	  el	  probable	  efecto	  inmunomodulatorio	  de	  SL-­‐I	  [21].	  
	  
Por	  otro	   lado,	  se	  ha	  encontrado	  que	  el	  gen	  pks2	   involucrado	  en	   la	  síntesis	  de	   los	  ácidos	   ftioceránico	  e	  
hidroxiftioceránicos	  encontrados	  en	  SL	  es	   fuertemente	  regulado	  positivamente	  cuando	   la	  micobacteria	  
se	   encuentra	   en	   fagocitosis	   por	   macrófagos	   humanos,	   no	   obstante,	   mutantes	   Δpks2	   no	   se	   ven	   tan	  
afectados	  en	   su	   replicación	   y	  persistencia	  dentro	  de	   los	  macrófagos	   en	  modelos	  murinos	  de	   infección	  
además	  de	  mostrar	  acumulación	  del	   intermediario	  SL1278.	  Por	  su	  parte,	  mutantes	  Δmmpl8	   (traslocador)	  
muestran	  una	  reducción	  significativa	  en	  la	  virulencia	  y	  viabilidad	  dentro	  de	  los	  macrófagos	  alveolares	  y	  
acumulación	  de	  SL1278	  [35].	  	  
	  
	  
2.2.2.6.3.3 Diaciltrehalosas	  (DAT),	  Triaciltrehalosas	  (TAT)	  y	  Poliaciltrehalosas	  (PAT)	  
	  
Los	  glicolípidos	  DAT,	  TAT	  y	  PAT	  consisten	  en	  una	  familia	  de	  trehalosas	  aciladas	  en	  la	  posición	  2	  con	  una	  
cadena	  lineal	  simple	  de	  ácido	  esteárico	  o	  palmítico.	  Contienen	  acilaciones	  adicionales	  en	  las	  posiciones	  
2’,	   3’,	   4’	   y	  6’	  con	  ácidos	  micosanóicos	  dimetil	   ramificados	   (C21-­‐C25),	   ácidos	  micolipénicos	   trimetilados	  
(C25-­‐C27)	   y	   ácidos	   micolipanólicos	   (C24-­‐C28).	   Al	   igual	   que	   SL,	   estas	   aciltrehalosas	   solamente	   se	   han	  
identificado	  en	  Mtb	  H37Rv	  (figura	  14)	  [21].	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Figura	  14.	  Estructuras	  de	  DAT	  y	  PAT.	  (Jackson	  et	  al.,	  2007)	  
	  
Se	  ha	  reportado	  que	  los	  ácidos	  micolipénicos	  obtenidos	  a	  partir	  de	  PAT	  y	  	  TAT	  son	  potentes	  inhibidores	  
de	  migración	   leucocitaria	   in	   vitro	   [21].	  Mutantes	   carentes	  de	  DAT/PAT	  han	  mostrado	  que	   la	   superficie	  
micobacteriana	   se	  modifica	  dificultando	  el	   cultivo	  en	  medio	   líquido	  pues	   se	   forman	  agregados	  que	  no	  
permiten	  el	  crecimiento	  óptimo,	  entonces,	  se	  dice	  que	  estas	  moléculas	  son	  de	  soporte	  estructural,	  por	  
otra	   parte,	   la	   fagocitosis	   de	   mutantes	   de	   DAT/PAT	   y	   su	   degradación	   se	   incrementan	   frente	   a	   los	  
macrófagos	   [21].	   Todavía	   no	   es	   clara	   cuál	   es	   la	   función	   de	   estas	   aciltrehalosas	   pues	   los	  mutantes	   no	  
muestran	  disminución	  significativa	  de	  la	  virulencia.	  	  
	  
2.2.3 Aspectos	  relacionados	  con	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT	  
	  
Los	   diferentes	   modelos	   animales	   que	   han	   utilizado	   mutantes	   de	  Mtb	   H37Rv	   deficientes	   de	   enzimas	  
encargadas	   de	   la	   biosíntesis	   de	   SL	   o	   DAT/PAT	   han	   mostrado	   resultados	   en	   principio	   contradictorios	  
acerca	  del	  papel	  de	  estos	   lípidos	  en	   la	  virulencia	  de	   las	  micobacterias.	  Este	  comportamiento	   se	  puede	  
explicar	  en	  parte	  por	  las	  diferencias	  que	  enfrenta	  el	  bacilo	  en	  modelos	  animales	  respecto	  a	  lo	  que	  sucede	  
en	  el	  hospedero	  humano	  y	  también	  porque	  la	  actividad	  de	  las	  aciltrehalosas	  es	  compensatoria,	  es	  decir,	  
si	  el	  mutante	  es	  deficiente	  en	  SL,	  entonces	  PAT/DAT/TAT	  pueden	  suplir	  su	  función	  virulenta	  y	  viceversa	  
[21].	  Este	  tipo	  de	  inconvenientes	  se	  han	  solucionado	  parcialmente	  utilizando	  Mtb	  H37Rv	  con	  mutaciones	  
en	   el	   sistema	   regulador	   de	   dos	   componentes	   PhoP-­‐PhoR,	   éstos	   mutantes	   carecen	   de	   glicolípidos	  
derivados	  de	  trehalosa	  [21].	  La	  mutación	  de	  este	  regulador	  ha	  resultado	  en	  la	  marcada	  reducción	  de	  la	  
replicación	  del	  bacilo	  en	  modelos	  de	  infección	  animales;	  aunque	  SL,	  DAT	  y	  PAT	  probablemente	  no	  son	  los	  
únicos	   marcadores	   moleculares	   de	   atenuación	   en	   los	   mutantantes	   de	   PhoP,	   se	   puede	   inferir	   que	   su	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regulación	   coordinada	   es	   la	   clave	   para	   efectos	   de	   patogenicidad	   generados	   por	   este	   tipo	   de	  
aciltrehalosas	  [21].	  	  
	  
2.2.3.1 Biosíntesis	  de	  SL	  
	  
En	   la	  biosíntesis	  de	   SL	   (especialmente	   SL-­‐I)	   se	   tienen	  diferentes	  proteínas	   identificadas	   y	   con	  acciones	  
específicas	   [36].	   Como	   primera	   medida,	   una	   sulfotransferasa	   denominada	   Sft0	   transfiere	   un	   grupo	  
sulfato	   a	   la	   posición	   2	   de	   la	   trehalosa	   en	   la	   posición	   2	   formando	   la	   trehalosa	   2-­‐sulfato	   (T2S).	  
Posteriormente,	   una	   policetidosintasa	   Pks2	   sintetiza	   los	   grupos	   ftioceranoil	   e	   hidroxiftioceranoil	   que	  
ocuparán	  los	  sitios	  6,	  6’	  y	  3’	  de	  SL-­‐I	  (Figura	  15).	  La	  proteína	  transportadora	  (carrier	  en	  inglés)	  del	  grupo	  
palmitoil	   que	   permite	   la	   acilación	   de	   T2S	   no	   ha	   sido	   definida	   hasta	   el	   momento.	   SL1278	   es	   un	  
intermediario	  en	   la	  síntesis	  de	  sulfolípido	   identificado	  al	  mutar	   los	  genes	  papA1	  y	  papA2,	   las	  proteínas	  
que	  codifican	  estos	  genes	  corresponden	  a	  aciltranferasas	  que	  esterifican	  T2S	  y	  generan	  el	  intermediario	  
mencionado	   (Figura	  16).	  PapA2	  permite	   la	  acilación	  de	  T2S	  generando	  el	   intermediario	  SL659	  que	  es	  el	  
sustrato	  de	  PapA1	  para	  generar	  SL1278.	  Finalmente,	  el	  intermediario	  obtenido	  es	  traslocado	  o	  transferido	  
hacia	  el	  exterior	  de	   la	  pared	  celular	  por	  el	   traslocador	  MmpL8,	  allí	   sufre	   las	  dos	  acilaciones	   finales;	   las	  
enzimas	   encargadas	   de	   este	   proceso,	   son	   todavía	   desconocidas.	   La	   síntesis	   de	   SL	   ocurre	   a	   nivel	   de	  
membrana	  plasmática,	  no	  obstante	  se	  desconoce	  la	  ruta	  de	  transporte	  hacia	  la	  cápsula	  micobacteriana	  
(Figura	  15).	   Los	  genes	  que	  codifican	   las	  proteínas	  anteriormente	  mencionadas	  se	  encuentran	  cercanos	  
entre	   sí	   de	   forma	   similar	   que	   los	   respectivos	   genes	   de	   PDIM,	   no	   obstante,	   se	   desconoce	   si	   funcionan	  
como	  un	  operón	  [36].	  
	  
	  
2.2.3.2 Biosíntesis	  de	  PAT	  
	  
A	  diferencia	  de	  los	  sulfolípidos,	  la	  caracterización	  de	  la	  maquinaria	  de	  biosíntesis	  de	  PAT	  no	  ha	  sido	  muy	  
estudiada	  hasta	   el	  momento.	  No	  obstante,	   como	   se	   refleja	   en	   las	   figuras	   15	   y	   16,	   existe	   un	   grupo	  de	  
genes	   similar	   a	   SL,	   lo	   que	   permite	   establecer	   que	   hay	   mecanismo	   similar	   biosintético	   para	   PAT.	   Las	  
proteínas	  Pks3	  y	  Pks4	  (identificadas	  como	  msl3	  en	  el	  set	  de	  genes)	  son	  policetidosintasas	  que	  sintetizan	  
la	   variedad	   de	   ácidos	   grasos	   encontrados	   en	   PAT	   (ácidos	   micolipanoicos	   y	   micolipénicos),	   la	  
aciltransferasa	   PapA3	   es	   la	   responsable	   de	   transferir	   por	   esterificación	   dichos	   ácidos	   al	   corazón	   de	  
trehalosa,	   finalmente,	   el	   traslocador	  MmpL10	   es	   el	   encargado	   de	   hacer	   la	   traslocación	   hacia	   la	   pared	  
celular37.	  Las	  proteínas	  Pap	  (polyketide-­‐associated	  protein,	  por	  sus	  siglas	  en	  inglés)	  son	  una	  importante	  
familia	   de	   aciltransferasas	   que	   comparten	   el	  motivo	   conservado	  HX3DX14Y	   y	   que	   es	   requerido	   para	   su	  
actividad	  [37,38].	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Figura	  15.	  Esquema	  biosintético	  de	  SL-­‐I.	  A:	  formación	  de	  intermediario	  SL1278	  a	  partir	  de	  Trehalosa	  y	  B:	  
traslocación	  de	  SL1278	  en	  la	  membrana	  plasmática	  (Kumar	  et	  al.,	  2007).	  
	  
	  
Figura	  16.	  Set	  de	  genes	  que	  expresan	  maquinaria	  de	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  (Hatzios	  et	  al.,	  2009).	  
	  
2.2.3.3 Influencia	  del	  sistema	  PhoP-­‐PhoR	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  
	  
Una	   de	   las	   formas	   en	   que	   la	   micobacteria	   puede	   detectar	   cambios	   fisicoquímicos	   del	   ambiente	  
extracelular,	  es	  utilizando	  sistemas	  de	  regulación	  de	  dos	  componentes	  (TCS).	  Estos	  sistemas	  típicamente	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contienen	  histidín	  quinasas	  que	   intervienen	  en	  el	   proceso	   regulatorio,	   los	  que	   se	  autofosforilan	  en	  un	  
residuo	  de	  histidina	  y	  posteriormente	  transfiere	  el	  fosfato	  a	  otra	  proteína	  reguladora	  (un	  aspartato	  es	  el	  
receptor	   de	   este	   grupo	   fosfato).	   De	   esta	   forma	   también	   funciona	   el	   regulador	   o	   factor	   de	   virulencia	  
PhoP-­‐PhoR	   [39,40].	   La	   mutación	   en	   el	   sitio	   de	   unión	   a	   DNA	   de	   PhoP	   resulta	   en	   la	   atenuación	   de	   la	  
virulencia	   de	   Mtb	   [40,41].	   Muchos	   de	   los	   genes	   regulados	   positivamente	   por	   PhoP-­‐PhoR	   están	  
involucrados	   en	   el	   metabolismo	   de	   lípidos	   y	   su	   respectivo	   transporte	   a	   la	   membrana	   plasmática,	   se	  
incluye	   el	   gen	   msl3	   (pks3/4)	   responsable	   de	   la	   síntesis	   de	   PAT	   y	   los	   genes	   pks2	   y	   mmpL8	   que	   se	  
involucran	  en	   la	  síntesis	  de	  SL	  responsables	  en	  parte	  de	   la	  virulencia	  de	  Mtb.	  Estos	  datos	  sugieren	  que	  
PhoP	  está	  involucrado	  en	  la	  compleja	  biosíntesis	  de	  lípidos	  de	  la	  pared	  de	  este	  bacilo	  [39-­‐41].	  
	  
2.2.4 Cápsula	  
	  
La	   cápsula	   es	   una	   capa	   adicional	   a	   la	   pared	   celular	   que	   se	   encuentra	   en	   todas	   las	   micobacterias,	   y	  
constituye	   una	   interfase	   entre	   el	   hospedero	   y	   la	   micobacteria	   (20%	   peso	   seco	   de	   la	   bacteria).	   Está	  
compuesta	   principalmente	   por	   polisacáridos,	   proteínas	   y	   un	   pequeño	   porcentaje	   de	   lípidos;	   así,	   el	  
arabinomanano,	   manano	   y	   glucano	   son	   los	   componentes	   de	   mayor	   cantidad	   en	   esta	   capa,	   y	   no	   se	  
encuentran	  unidas	  covalentemente	  al	  esqueleto	  mAPG.	  Los	   lípidos	  presentes	  suelen	  ser	  similares	  a	   los	  
glicolípidos	   (especialmente	  PGL)	  y	  a	  PDIM	  pero	  en	  muy	  pequeña	  proporción	   (2-­‐5%	  del	  contenido	   total	  
capsular).	  Los	  componentes	  capsulares,	  se	  cree,	   tienen	  funciones	  de	  patogenicidad	  y	  modulación	  de	   la	  
respuesta	  inmune	  en	  el	  bacilo	  [42].	  	  
	  
2.2.4.1 Glucano,	  Arabinomanano	  y	  Manano	  	  
	  
Entre	   los	   principales	   componentes	   de	   la	   cápsula	   se	   pueden	   destacar	   el	   glucano,	   arabinomanano	   y	   el	  
manano.	   El	   glucano	   es	   un	   polisacárido	   de	   menor	   tamaño	   que	   el	   glucógeno	   citoplasmático	  
micobacteriano,	  está	  compuesto	  por	  unidades	  repetitivas	  de	  5	  o	  6	  residuos	  4-­‐α-­‐D-­‐glucosa	  sustituidos	  en	  
la	  posición	  6	  por	  residuos	  mono	  o	  diglucosídicos.	  Existen	  algunos	  autores	  que	  reportan	  la	  ubicación	  del	  
arabinomanano	  y	  del	  manano	  (estructura	  similar	  a	  LAM)	  como	  componentes	  de	   la	  cápsula	  dado	  que	  a	  
diferencia	  de	  las	  otras	  moléculas	  manosiladas,	  éstas	  no	  tienen	  el	  anclaje	  MPI	  en	  la	  membrana.	  La	  función	  
de	   estas	   dos	   moléculas	   parece	   ser	   la	   derregulación	   de	   citocinas	   en	   los	   macrófagos	   alveolares	   que	  
involucran	  la	  proliferación	  de	  linfocitos	  TH1	  [26].	  	  
	  
2.3 Infección	  tuberculosa	  
	  
La	   TB	   es	   causada	   por	   un	   grupo	   de	   especies	   bacterianas	   conocidas	   como	  Complejo	   de	  M.	   tuberculosis	  
(MTBC):	  Mtb,	   M.	   africanum,	   M.	   bovis,	   M.	   canetti,	   M.	   microtti,	   M.	   bovis	   BCG	   y	   M.	   pinnipedi.	   Estas	  
especies	  patogénicas	   son	  capaces	  de	  sobrevivir	  y	  crecer	  dentro	  de	   los	  macrófagos	  del	   sistema	   inmune	  
humano	  mediante	  diferentes	  mecanismos	  de	  evasión	  [43].	  La	  enfermedad	  tuberculosa	  más	  común	  es	  la	  
TB	   pulmonar,	   la	   cual	   se	   transmite	   vía	   aerosol	   expulsado	   de	   una	   persona	   infectada	   por	   medio	   de	  
estornudos	  o	  del	  habla	  (vía	  aérea).	  Una	  vez	  el	  bacilo	  entra	  en	   los	  alveolos	  pulmonares	  de	  un	   individuo	  
sano	  es	  fagocitado	  por	  los	  macrófagos	  alveolares,	  allí	  el	  bacilo	  se	  multiplica	  en	  forma	  logarítmica,	  infecta	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el	  pulmón	  y	  se	  disemina	  al	   resto	  del	  organismo.	  El	  desenlace	  de	  esta	   infección	   tiene	  dos	  vías:	  en	  10	  –	  
30%	  de	  los	  casos	   la	  replicación	  de	  Mtb	  no	  es	  controlada	  eficientemente	  por	  el	  sistema	  inmune,	   lo	  cual	  
lleva	  a	  una	  enfermedad	  primaria	  (individuos	  con	   inmunodeficiencia	  y	  población	   infantil)	  con	  formación	  
de	   lesiones	   tuberculosas	   (tubérculos),	  el	  60	  –	  90%	  restante,	  desarrolla	  una	  respuesta	   inmune	  eficiente	  
que	  controla	   la	   infección	  unas	  2	  –	  3	  semanas	  después.	  Se	  ha	  demostrado	  que	  en	  este	  estado	  el	  bacilo	  
deja	  de	  replicarse	  y	  los	  cambios	  más	  notorios	  asociados	  con	  la	  respuesta	  inmune	  celular	  son	  la	  formación	  
de	  granulomas.	  La	  bacteria	  puede	  permanecer	  en	  tal	  estado	  (denominado	  latencia)	  por	  años	  esperando	  
la	   oportunidad	   para	   replicarse	   nuevamente,	   si	   bien	   es	   cierto	   que	   la	   replicación	   es	   reducida,	   la	  
micobacteria	  logra	  mantener	  su	  viabilidad	  y	  persistencia	  en	  un	  ambiente	  de	  poco	  oxígeno	  y	  limitado	  flujo	  
de	  nutrientes	  [43].	  	  	  
	  
Por	  otro	  lado,	  cuando	  la	  respuesta	  inmune	  del	  individuo	  es	  deficiente	  (en	  casos	  de	  VIH,	  por	  ejemplo)	  la	  
bacteria	   puede	   escapar	   de	   los	   macrófagos	   alveolares	   causando	   una	   reactivación	   de	   TB	   pulmonar.	   En	  
algunos	  casos	  (15-­‐20%	  de	  los	  casos	  totales),	  Mtb	  puede	  diseminarse	  a	  otros	  tejidos	  vía	  sistema	  linfático	  y	  
la	   sangre	   resultando	   en	   TB	   extra	   pulmonar	   (EPTB).	   Estas	   variantes	   de	   TB,	   ocurren	   principalmente	   en	  
personas	  sin	  acceso	  a	  un	  tratamiento	  adecuado	  (en	  muchos	  casos	  con	  compromiso	  del	  sistema	  inmune),	  
se	   presentan	   como	   efusiones	   pleurales,	   TB	  meningitis,	   esquelética,	   genitourinaria	   y	   abdominal.	   La	   TB	  
gastrointestinal,	   se	   genera	   por	   la	   ingestión	   de	   un	   esputo	   contaminado	   o	   de	   productos	   animales	  
infectados	  sin	  pasteurizar,	  en	  este	  sentido	  se	  sabe	  que	  alrededor	  del	  6%	  del	  total	  de	  las	  muertes	  por	  TB	  
humana	  son	  causadas	  por	  M.	  bovis,	  adquirido	  por	  zoonosis	  [43,44].	  
	  
2.4 Generalidades	  sobre	  latencia	  y	  respuesta	  inmune	  frente	  a	  Mtb	  	  
	  
2.4.1 Concepto	  de	  infección	  latente	  y	  enfermedad	  progresiva	  	  
	  
El	  bacilo	  tuberculoso	  es	  controlado	  por	  el	  sistema	  inmune,	  y,	  como	  la	  micobacteria	  se	  mantiene	  viable	  en	  
dicho	   ambiente,	   se	   considera	   que	   se	   encuentra	   en	   estado	   latente,	   un	   término	   acuñado	   por	   Opie	   y	  
Aronson	   en	   1927	   quienes	   reportaron	   que	   en	   el	   10%	   de	   las	   lesiones	   tuberculosas	   se	   encontraban	  
microorganismos	  vivos	  que	  podrían	   infectar	  cobayas	   [45].	  En	  1938	  Amberson	  definió	  el	  estado	   latente	  
como	  “la	  presencia	  de	  cualquier	   infección	  tuberculosa	  que	  no	  produce	  síntomas”	   [46].	  Posteriormente	  
Parrish	  y	  colaboradores	  afirmaron	  que	   la	   latencia	  se	  puede	  definir	  como	  “la	  entidad	  clínica	  que	  ocurre	  
después	   de	   que	   un	   individuo	   ha	   estado	   expuesto	   a	  Mtb,	   la	   infección	   se	   establece	   y	   se	   genera	   una	  
respuesta	  inmune	  que	  controla	  al	  patógeno,	  el	  cual	  permanece	  en	  estado	  quiescente”	  [47].	  	  
	  
Actualmente,	   el	   Comité	   del	   Consejo	  Médico	   para	   la	   Eliminación	   de	   la	   Tuberculosis	   de	  Massachussets,	  
EUA,	  define	  la	  latencia	  como	  “Un	  estado	  asintomático	  en	  personas	  que	  han	  sido	  infectadas	  con	  Mtb	  y	  no	  
se	  tiene	  evidencia	  clínica	  o	  radiológica	  de	   la	  enfermedad	  activa”	  [48].	  Los	   individuos	  con	  TB	   latente	  no	  
representan	   un	   riesgo	   de	   salud	   pública	   pues	   no	   son	   transmisores	   del	   bacilo	   tuberculoso.	   Para	   hacer	  
referencia	   al	   estado	   metabólico	   del	   bacilo	   tuberculoso	   en	   latencia	   se	   utiliza	   el	   término	   dormancia	  
(estado	   “durmiente”	   del	   bacilo	   donde	   se	   reduce	   la	   actividad	  metabólica),	   dicho	   estado	   ha	   sido	   poco	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caracterizado,	   actualmente	   se	  mantienen	  mucho	   debates	   sobre	   cómo	   se	  mantiene	   viable	   el	   bacilo	   en	  
condiciones	  hostiles	  [49].	  
	  
Los	  bacilos	  detectados	  en	  granulomas	  que	  tienen	  la	  característica	  de	  ser	  latentes	  no	  se	  pueden	  observar	  
por	  microscopía	  convencional,	  se	  puede	  inferir	  entonces	  que	  las	  micobacterias	  latentes	  se	  hallan	  en	  un	  
estado	  metabólico	   tal	   que	   pierden	   su	   carácter	   de	   ácido	   alcohol	   resistencia	   [50,51].	   De	   esta	   forma	   se	  
puede	   establecer	   que	   las	  micobacterias	   son	   eliminadas	   de	   las	   lesiones	   primarias	   en	   pulmón,	   pero	   no	  
sucede	   igual	  en	   lesiones	  secundarias	  de	   los	  ganglios	   linfáticos,	  además	  de	  que	  pueden	  establecerse	  en	  
lesiones	  secundarias	  nuevas	  o	  en	  tejido	  aparentemente	  normal	  [49].	  
	  
La	  enfermedad	  activa	  o	  progresiva	  es	  aquella	  en	  la	  cual	  se	  manifiestan	  los	  síntomas	  típicos:	  tos	  crónica,	  
expectoración	  hemoptoica,	  baja	  de	  peso,	  fiebre	  y	  alto	  riesgo	  de	  contagio	  –	  transmisión.	  La	  enfermedad	  
progresiva	   se	   caracteriza	  por	   tener	  una	   alta	   carga	  bacilar	   en	  el	   tejido	  pulmonar	   y	  por	  presentar	   áreas	  
progresivas	  de	  consolidación	  neumónica	  con	  focos	  de	  necrosis	  y	  fibrosis	  intersticial,	  que	  en	  su	  conjunto	  
conduce	  a	  la	  muerte	  [52].	  	  
	  
2.4.2 Respuesta	  inmune	  generada	  por	  Mtb:	  receptores	  tipo	  Toll	  y	  secreción	  de	  citocinas.	  
	  
Una	  vez	   inhalado	  el	  bacilo,	  Mtb	   es	   fagocitada	  en	  el	  pulmón	  por	   las	   células	  presentadoras	  de	  antígeno	  
(APC),	   particularmente,	   los	  macrófagos	   alveolares	   y	   células	   dendríticas,	   entre	   otras.	   Esta	   acción	   tiene	  
como	  consecuencia	  que	  se	  produzca	  una	  respuesta	  inflamatoria	  y	  se	  recluten	  células	  mononucleares	  de	  
la	   sangre	   que	   serán	   indispensables	   para	   la	   respuesta	   inmune	   secundaria	   (generación	   de	   lesiones	  
secundarias)	   [53].	  Mtb	  evita	   la	  acidificación	  del	  compartimento	  fagosomal	  como	  primer	  mecanismo	  de	  
evasión	  de	  la	  respuesta	  inmune	  y	  supervivencia,	   lo	  que	  no	  permite	  la	  formación	  del	  fagolisosoma.	  Mtb	  
también	  puede	  escapar	  del	  citosol	  del	  fagosoma	  y	  evadir	  efectores	  mecánicos	  del	  mismo	  [54].	  	  
	  
El	  patógeno	  es	   finalmente	  controlado	  por	   la	   formación	  del	  granuloma	  en	  sitios	  específicos	  del	  pulmón	  
(complejo	   de	   Ghon),	   que	   es	   la	   lesión	   típica	   histopatológica	   de	   la	   enfermedad.	   El	   granuloma	   es	   un	  
agregado	   amorfo	   de	   linfocitos,	  macrófagos,	  monocitos	   y	   neutrófilos	   que	   junto	   con	   una	   pared	   fibrosa	  
atrapan	  a	  las	  células	  patógenas	  para	  evitar	  diseminación;	  es	  una	  estructura	  más	  o	  menos	  organizada	  que	  
confiere	  el	  inicio	  de	  una	  respuesta	  inmune	  adaptativa	  (figura	  17)	  [55].	  De	  esta	  forma	  se	  puede	  prevenir	  
la	  enfermedad	  a	  menos	  que	  el	  sistema	  inmune	  se	  debilite.	  La	  muerte	  celular	  masiva	  por	  necrosis	  en	  el	  
tejido	   pulmonar	   lesionado	   puede	   ocasionar	   la	   caseificación	   del	   granuloma	   lo	   que	   se	   traduce	   en	   la	  
liberación	  del	  bacilo	  tuberculoso	  para	  que	  se	  pueda	  diseminar	  a	  otros	  órganos	  [4].	  Ante	  esta	  situación,	  
las	   células	   hospederas	   prefieren	   realizar	   procesos	   apoptóticos	   en	   donde	   gran	   parte	   de	   la	   integridad	  
celular	   se	   mantiene	   incluyendo	   la	   estructura	   de	   la	   membrana,	   lo	   que	   imposibilita	   que	   la	   bacteria	  
fagocitada	   escape	   del	   control	   de	   la	   célula	   huésped.	   De	   esta	   manera,	   existen	   procesos	   de	   apoptosis	  
selectivos	  hacia	  linfocitos	  TH1	  aunque	  los	  macrófagos	  tienen	  cierta	  resistencia	  [56-­‐58].	  
	  	  
Se	  sabe	  que	  la	  micobacteria	  fagocitada	  posee	  un	  mecanismo	  de	  evasión	  que	  es	  inhibir	  la	  expresión	  de	  las	  
la	  molécula	  del	  complejo	  mayor	  de	  histocompatibilidad	  tipo	  II	  (MCH	  –	  II)	  y	  así	  disminuir	  la	  expresión	  de	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células	  TH.	  El	  mecanismo	  de	  evasión	  se	  basa	  en	  el	  reconocimiento	  innato	  del	  sistema	  inmune	  por	  parte	  
de	  los	  receptores	  TLR2	  que	  reconocen	  ciertas	  estructuras	  o	  agonistas	  asociados	  a	  patógenos;	  se	  unen	  al	  
receptor	   pero	   no	   se	   evidencia	   una	   presentación	   de	   antígeno	   eficiente	   por	   parte	   de	  MHC-­‐II.	   En	   este	  
proceso	  están	  involucradas	  estructuras	  de	  presentes	  en	  pared	  celular	  (PG,	  AG)	  y	  cápsula	  micobacteriana	  
[4,59,60].	  	  
	  	  
	  	  
Figura	  17.	  Arriba:	  esquema	  de	  un	  granuloma,	  Abajo:	  respuesta	  inicial	  del	  sistema	  inmune	  a	  Mtb	  (Harding	  
y	  Boom,	  2010)	  
	  
La	  respuesta	  inmune	  “adaptativa”	  del	  hospedero	  frente	  a	  Mtb	  resulta	  en	  la	  secreción	  de	  quimioquinas	  y	  
citocinas	  como	  IFNγ	  y	  el	  factor	  de	  necrosis	  tumoral	  (TNFα),	  particularmente	  IFNγ	  tiene	  un	  rol	  importante	  
en	   la	   activación	  de	  macrófagos	   y	   la	   expresión	  de	   las	  moléculas	  MHC	   II	   para	  hacer	   la	   presentación	  del	  
antígeno	  a	  las	  células	  T.	  Una	  vez	  las	  células	  T	  CD4+	  han	  sido	  activadas	  o	  se	  les	  ha	  presentado	  el	  antígeno	  
por	  medio	  de	  MHC-­‐II,	  secretan	  IFNγ 	  (también	  producido	  por	  linfocitos	  T	  CD8+	  y	  las	  natural	  killer)	  el	  cual	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activa	  macrófagos	  infectados	  por	  Mtb	  a	  inducir	  funciones	  microbicidas	  como	  la	  síntesis	  de	  óxido	  nítrico	  
sintasa	  inducible	  (iNOS)	  y	  la	  GTPasa	  LRG47	  IFN	  inducible	  [61,62].	  	  
	  
	  Se	   ha	   demostrado	   que	  Mtb	   disminuye	   la	   capacidad	   de	   presentación	   de	   antígenos	   en	   los	  macrófagos	  
unas	   12-­‐18	   horas	   después	   de	   la	   infección	   [63].	   Esta	   situación	   se	   da	   por	   la	   existencia	   de	   lipoproteínas	  
como	  LpqH,	  LprG	  y	  LprA	  del	  bacilo	  que	  inhiben	  la	  expresión	  de	  las	  moléculas	  MHC-­‐II;	  tales	  proteínas	  son	  
agonistas	   de	   TLR2.	   De	   esta	   forma,	   la	   exposición	   del	   bacilo	   viable	   hacia	   el	   macrófago	   incentiva	   la	  
señalización	  de	  TLR2	  por	  los	  agonistas	  disponibles,	  por	  lo	  tanto,	  hay	  una	  mayor	  probabilidad	  para	  inhibir	  
los	   procesos	   mediáticos	   de	   MHC-­‐II	   en	   macrófagos	   infectados	   [4].	   Al	   igual	   que	   las	   lipoproteínas	  
mencionadas,	   algunos	   componentes	   de	   la	   pared	   celular	   de	   Mtb	   son	   agonistas	   de	   TLR2,	   que	  
corresponden	   a	   glicolípidos	   como	   lipomanano,	   lipoarabinomanano,	   fostatidilinositol	   manósido,	  
dimicolato	   de	   trehalosa,	   entre	   otros,	   con	   diferentes	   grados	   de	   acilación	   (figura	   18).	   En	   términos	  
generales,	  la	  señalización	  se	  da	  por	  el	  reconocimiento	  de	  heterodímeros	  de	  TLR2-­‐TLR1	  [4].	  
	  
	  
Figura	  18.	  Estructuras	  generales	  de	  glicolípidos	  de	  pared	  de	  Mtb	  que	  son	  agonistas	  de	  TRL2	  (Harding	  y	  
Boom,	  2010).	  
	  
El	   transactivador	   de	   MHC-­‐II	   (CIITA)	   es	   el	   factor	   transcripcional	   más	   importante	   para	   las	   moléculas	  
encargadas	  de	   la	  presentación	  del	  antígeno;	  no	  hace	  unión	  directa	  con	  el	  sitio	  promotor	  de	  MHC,	  sino	  
que	   incentiva	   diversos	   factores	   de	   transcripción	   que	   desencadenan	   la	   inducción	   de	   MHC-­‐II	   [64].	   La	  
expresión	  de	  CIITA	  es	  controlada	  por	  diversos	  promotores	  (pI,	  pIII	  y	  pIV)	  en	  los	  macrófagos	  (en	  la	  etapa	  
de	   respuesta	   adaptativa);	   el	   IFNγ	   desencadena	   señales	   que	   actúan	   sobre	   pI	   y	   pIV,	   y	   el	  mecanismo	  de	  
inhibición	   para	   las	   MHC-­‐II	   ocurre	   por	   la	   activación	   del	   receptor	   TLR	   seguido	   por	   la	   respuesta	   de	   la	  
proteína	  mieloide	  humana	  88	  (MYD88)	  que	  resulta	  en	  la	  activación	  del	  factor	  nuclear	  κB	  (NF-­‐κB)	  y	  de	  las	  
proteínas	   mitogénicas	   con	   actividad	   quinasa	   (MAPKs).	   Estos	   sistemas	   permiten	   la	   transcripción	   de	  
proteínas	  enhancer	  (C/EBPβ	  y	  C/EBPδ)	  que	  tienen	  motivos	  de	  unión	  a	  DNA	  en	  secuencias	  CCAATT	  de	  la	  
región	   promotora	   de	   CIITA,	   de	   esta	   forma	   interfieren	   con	   la	   acción	   que	  hace	   IFNγ	   y	   no	   permiten	   una	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transcripción	   eficiente	   de	   diferentes	   factores	   que	   estimulan	   la	   síntesis	   de	   MHC-­‐II	   como	   el	   antígeno	  
leucocitario	  humano	  (HLA-­‐DM),	  la	  cadena	  liviana	  de	  MHC-­‐II,	  entre	  otros	  (figura	  19)	  [4,65,68].	  	  
	  
Figura	  19.	  Esquema	  de	  respuesta	  y	  acción	  de	  TLRs	  e	  IFNγ	  para	  la	  síntesis	  de	  MHC-­‐II	  (Harding	  y	  Boom,	  
2010)	  
	  
La	  “autofagia”,	  un	  importante	  mecanismo	  de	  inmunidad	  innata	  mediante	  el	  cual	  la	  célula	  infectada	  auto-­‐
digiere	   su	   citoplasma	   para	   controlar	   a	   los	   patógenos,	   es	   regulada	   por	   el	   receptor	   TLR-­‐4	   en	   DCs.	   El	  
receptor	  DC-­‐SIGN	  sobre	   la	  superficie	  de	  DCs	   inmaduras	   (iDCs)	  detecta	  de	  manera	  altamente	  específica	  
ManLAM	   micobacteriano	   y	   la	   interacción	   de	   ManLAM	   con	   DC-­‐SIGN	   es	   determinante	   para	   el	  
reconocimiento	  de	  este	  tipo	  de	  patógeno	  por	  DCs	  [69-­‐80].	  	  Además	  de	  lo	  anterior,	  numerosa	  evidencia	  
experimental	  acerca	  de	  la	  reducción	  de	  inmunidad	  adaptativa	  al	  bacilo	  y	  aumento	  de	  la	  susceptibilidad	  a	  
TB	  de	  animales	  deficientes	  en	  TLRs	  ha	  sido	  publicada	  [81-­‐83].	  
	  
2.4.3 Generalidades	  de	  la	  adaptación	  de	  Mtb	  a	  la	  latencia	  
	  
A	   diferencia	   de	   otras	   bacterias	   intracelulares,	  Mtb	   no	   permite	   que	   exista	   una	  maduración	   propia	   del	  
fagolisosoma,	   el	   pH	   de	   los	   fagosomas	   infectados	   con	   Mtb	   está	   alrededor	   de	   6.2,	   así,	   no	   hay	  
reclutamiento	  óptimo	  de	  enzimas	  hidrolíticas	  para	  degradación	  inicial	  de	  la	  micobacteria.	  A	  pesar	  de	  lo	  
anterior,	  los	  macrófagos	  son	  capaces	  de	  secretar	  IFNγ	  para	  potenciar	  la	  respuesta	  frente	  a	  Mtb,	  aunque	  
no	  hay	  una	  destrucción	  del	  bacilo.	  Se	  ha	  demostrado	  que	  en	  macrófagos	  activados	  existe	  menor	  tensión	  
de	  oxígeno	  que	  aquellos	  que	  no	  han	  fagocitado	  micobacterias	  [84],	  lo	  que	  sugiere	  que	  aparte	  del	  cambio	  
del	   pH	   normal	   del	   ambiente	   extracelular,	   el	   bacilo	   debe	   adaptarse	   a	   condiciones	   de	   hipoxia	   y/o	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anaerobiosis,	  explicando	  parcialmente	  por	  qué	  en	  micobacterias	  crecidas	  en	  hipoxia	  hay	  una	  alteración	  
en	  la	  transcripción	  de	  por	  lo	  menos	  200	  genes	  [84,85].	  	  
	  
La	   persistencia	   y	   adaptación	   de	   Mtb	   en	   los	   granulomas	   puede	   ser	   explicada	   desde	   tres	   factores	  
diferentes:	   enzimas	   relacionadas	   con	   la	   respiración,	   proteínas	   y	   enzimas	   de	   respuesta	   al	   estrés	   y	  
proteínas	   involucradas	   en	   el	   catabolismo	   de	   ácidos	   grasos.	   Estos	   marcadores	   de	   adaptación	   se	   han	  
establecido	  usando	  especies	  de	  micobacteria	  diferentes	  a	  Mtb,	  de	  este	  modo,	  cepas	  como	  M.	  Bovis	  BCG,	  
M.	   smegmatis	   y	   cepas	   atenuadas	   de	   Mtb	   sirven	   como	   modelos	   para	   caracterizar	   las	   implicaciones	  
fisiológicas	   de	   la	   micobacteria	   durmiente	   que	   se	   adapta	   a	   la	   latencia.	   El	   cambio	   de	   los	   procesos	  
respiratorios	  de	  la	  micobacteria	  latente	  implica	  el	  uso	  de	  aceptores	  finales	  alternativos	  de	  electrones,	  tal	  
como	  se	  ha	  reportado	  para	  M.	  bovis	  BCG,	  lo	  que	  podría	  explicar	  que	  la	  actividad	  nitrato	  reductasa	  se	  ve	  
incrementada	  cuando	   la	  bacteria	  es	  cultivada	  en	  condiciones	  de	  anaerobiosis.	  En	  el	  modelo	  de	  hipoxia	  
de	  Wayne	  se	  ha	  reportado	  acumulación	  de	  iones	  nitrito	  en	  Mtb,	  esto	  sugiere	  que	  el	  bacilo	  utiliza	  el	  ión	  
nitrato	  como	  aceptor	  final	  de	  electrones	  por	  medio	  de	  diferentes	  proteínas	  como	  NarGHIJ,	  una	  enzima	  
que	  reduce	  NO3-­‐	  y	  que	  se	  sobreexpresa	  en	  condiciones	  de	  hipoxia	  [84].	  Existe	  una	  forma	  de	  transportar	  
los	   iones	  nitrito	   resultantes	  para	   ser	  nuevamente	  usados	  por	   la	  micobacteria,	  dicha	   tarea	  es	   llevada	  a	  
cabo	  por	  NarK2	  (proteína	  de	  extrusión	  de	  nitritos)	  [85].	  En	  general,	  la	  respiración	  a	  base	  de	  nitrato	  puede	  
dar	  explicación	  de	  cómo	  Mtb	  es	  resistente	  a	  diferentes	  especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  (peróxidos,	  óxido	  
nitroso,	   entre	   otros);	   cuando	   el	   nivel	   de	   estas	   especies	   reactivas	   es	   muy	   elevado	   en	   el	   fagosoma	   se	  
desencadena	  en	  la	  micobacteria	  una	  cascada	  de	  proteínas	  que	  pueden	  convertir	  estas	  especies	  en	  iones	  
nitrato,	  así	  el	  bacilo	  tiene	  disponibles	  altas	  cantidades	  de	  este	  ión	  para	  poder	  sobrevivir	  [84].	  
	  
Desde	  el	  punto	  de	  vista	  de	  la	  expresión	  de	  proteínas	  de	  respuesta	  al	  estrés,	  es	  conveniente	  aclarar	  que	  
hay	  muchos	  aspectos	  desconocidos	  acerca	  de	  la	  adaptación	  metabólica	  de	  la	  micobacteria	  al	  estado	  no	  
replicativo.	  A	  pesar	  de	  lo	  anterior,	  es	  claro	  que	  Mtb	  debe	  generar	  múltiples	  mecanismos	  de	  respuesta	  al	  
estrés	   dado	   que	   en	   su	   genoma	   se	   han	   encontrado	   muchas	   enzimas	   involucradas	   en	   respiración	  
aneróbica	   y	   fermentación.	  M.	   smegmatis	   en	   hipoxia	   sobreexpresa	   una	   proteína	   con	   actividad	   alanina	  
deshidrogenasa	   para	   mantener	   niveles	   óptimos	   de	   alanina	   necesarios	   para	   la	   síntesis	   de	   proteínas	   y	  
péptidoglicano,	   así	   como	   grandes	   reservas	   de	   NAD+.	   Mtb	   Por	   su	   parte,	   incrementa	   los	   niveles	   de	  
expresión	   de	   una	   glicina	   deshidrogenasa	   para	   cumplir	   una	   función	   similar	   a	   la	   que	   ocurre	   con	   M.	  
smegmatis.	  Dado	  el	  estrés	  nitrosativo	  por	   la	  acumulación	  de	  especies	  derivadas	  de	  NO,	  Mtb	   tiene	  una	  
proteína	   homóloga	   con	   E.	   coli	   denominada	   Hmp	   con	   función	   flavohemoglobina.	   Dicha	   proteína	   se	  
incrementa	  en	  condiciones	  microaerofílicas	  y	  actúa	  como	  una	  di-­‐oxigenasa	  la	  cual	  convierte	  NO	  y	  N2O	  en	  
NO3-­‐	  disminuyendo	  la	  toxicidad	  de	  este	  tipo	  de	  especies	  químicas	  [86].	  Por	  otro	  lado,	  Otros	  sistemas	  de	  
respuesta	  al	  estrés	  que	  genera	  Mtb	  se	  asemejan	  a	  la	  secreción	  de	  la	  proteína	  de	  16	  kDa	  α-­‐crystallin	  que	  
se	  sobreexpresa	  en	  microaerofilia	  como	  un	  antígeno	  inmunomodulador	  de	  supervivencia	  en	  macrófagos,	  
se	  cree	  que	  estabiliza	  la	  envoltura	  celular	  de	  la	  micobacteria	  en	  el	  ambiente	  generado	  en	  el	  granuloma	  
[87].	  	  
	  
Se	   ha	   encontrado	   que	   en	   condiciones	   de	   hipoxia	   la	   micobacteria	   utiliza	   como	   fuente	   de	   carbono	   los	  
ácidos	  grasos,	  ya	  sean	  propios	  o	  los	  disponibles	  en	  el	  complejo	  fagosomal	  de	  los	  granulomas,	  en	  lugar	  de	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los	  carbohidratos.	  Esta	  adaptación	  se	  da	  principalmente	  por	  la	  sobreexpresión	  de	  enzimas	  relacionadas	  
con	  el	  ciclo	  del	  glioxilato.	  La	  isocitrato	  liasa	  y	  la	  malato	  sintasa	  son	  las	  enzimas	  principales	  involucradas	  
en	  este	  ciclo	  que	  permiten	  la	  formación	  de	  glioxilato	  y	  succinato	  a	  partir	  de	  isocitrato,	  y	  malato	  a	  partir	  
de	  glioxilato	  y	  acetil-­‐CoA	  respectivamente;	  de	  esta	  forma,	  los	  ácidos	  grasos	  son	  una	  fuente	  de	  acetil-­‐CoA	  
(generado	  por	  la	  β-­‐oxidación)	  y	  el	  succinato	  es	  un	  precursor	  de	  biosíntesis	  de	  azúcares.	  Es	  por	  tal	  razón	  
que	  los	  lípidos	  constituyen	  una	  fuente	  de	  energía	  y	  de	  compuestos	  de	  carbono	  para	  la	  viabilidad	  celular	  
[88].	   Tal	   cambio	   en	   la	   dieta	   de	  Mtb	   se	   ve	   reflejado	   en	   la	   abundancia	   de	   genes	   involucrados	   en	   la	  
degradación	  de	  ácidos	  grasos	  que	  se	  encuentran	  en	  el	  bacilo	  (más	  de	  150),	  en	  este	  sentido,	  la	  biosíntesis	  
de	   ácidos	   grasos	   disminuye	   en	   condiciones	   hipóxicas	   y	   los	   constituyentes	   de	   pared	   celular	   como	   los	  
ácidos	  micólicos	  se	  biosintetizan	  a	  partir	  de	  precursores	   internalizados	  por	   la	  micobacteria,	  es	  decir,	  se	  
reduce	  la	  síntesis	  de	  novo	  de	  ácidos	  grasos	  [84].	  
	  
2.4.4 Métodos	  de	  detección	  de	  infección	  latente	  	  
	  
La	   prueba	   cutánea	   de	   hipersensibilidad	   retardada	   al	   Derivado	   Proteico	   Purificado	   (PPD)	   o	   test	   de	   la	  
tuberculina	   (TST)	   es	   el	   método	   más	   utilizado	   para	   detectar	   la	   infección	   tuberculosa.	   Esta	   prueba	   no	  
permite	   diferenciar	   entre	   infección,	   enfermedad	   y	   sensibilización	   respecto	   a	   micobacterias	   no	  
tuberculosas	   debido	   a	   que	   el	   PPD	   es	   una	   mezcla	   cruda	   de	   antígenos	   de	   diversas	   cepas	   de	  
Mycobacterium,	  su	  uso	  se	  ha	  generalizado	  dado	  que	  en	  algunas	  regiones	  es	  el	  único	  disponible	  [52,89].	  
Por	  otro	  lado,	  también	  se	  utilizan	  pruebas	  comerciales	  de	  inmunodetección	  basadas	  en	  la	  producción	  de	  
IFNγ	  por	  linfocitos	  T	  estimulados	  con	  ESAT-­‐6	  y	  CFP-­‐10,	  dos	  antígenos	  codificados	  en	  la	  región	  RD1	  que	  no	  
está	  presente	  en	  la	  cepa	  de	  vacunación	  M.	  bovis	  BCG	  y	  que	  está	  presente	  exclusivamente	  en	  Mtb	  [90].	  
Finalmente,	   existe	   un	   ensayo	   de	   detección	   por	   medio	   de	   PCR	   in	   situ	   que	   consiste	   en	   amplificar	   la	  
secuencia	  de	   inserción	   IS61110	  que	   tiene	   varias	   copias	   en	  el	   cromosoma	  de	  Mtb.	   Esta	   técnica	  es	   solo	  
informativa,	  es	  decir,	  indica	  la	  presencia	  del	  bacilo	  más	  no	  su	  viabilidad	  o	  estado	  metabólico	  [52].	  
 
2.4.5 Modelos	  animales	  e	  in	  vitro	  para	  estudiar	  TB	  latente	  
	  
La	  TB	   se	  presenta	  en	  humanos,	   algunos	  primates	   y	   en	  algunos	  bovinos	   [52].	   Para	  estudiar	   cómo	  es	  el	  
estado	  metabólico	  del	  bacilo	  latente,	  su	  reactivación	  y	  sus	  mecanismos	  de	  evasión	  al	  sistema	  inmune	  se	  
han	  desarrollado	  diversos	  modelos	  animales	  e	  in	  vitro	  que	  de	  alguna	  manera	  reflejan	  las	  condiciones	  de	  
la	  micobacteria	  en	  el	  huésped	  humano	  [52].	  El	  modelo	  de	  Cornell	  contempla	  el	  uso	  de	  ratones	  que	  son	  
inoculados	   con	   cargas	   bacilares	   variables	   y	   posteriormente	   se	   les	   hace	   tratamiento	   gradual	   con	  
isoniazida	   y	   pirazinamida,	   con	   el	   fin	   de	   detectar	   bacterias	   cultivables	   (latentes)	   a	   partir	   de	   tejidos	  
diversos	  [91].	  Orme	  y	  colaboradores	  utilizaron	  un	  modelo	  con	  aerosoles	  utilizando	  dosis	  de	  5-­‐10	  UFC	  de	  
Mtb/ratón,	  después	  de	  tres	  meses	  de	  infección	  se	  cuantifica	  la	  carga	  bacilar	  que	  se	  mantiene	  constante	  
por	   15	   -­‐18	   meses,	   después	   se	   hace	   reactivación	   [92].	   Otro	   modelo	   desarrollado	   es	   el	   de	   Capuano	   y	  
colaboradores,	   se	   utiliza	   un	   huésped	   similar	   al	   humano	   como	   lo	   es	  Macacos	   cynomolgus,	   donde	   la	  
respuesta	   inmunológica	   frente	   al	   bacilo	   inoculado	   es	   muy	   parecida	   a	   la	   respuesta	   en	   humanos.	   La	  
desventaja	   que	   presenta	   este	   modelo	   consiste	   en	   que	   	   es	   complicado	   manejar	   grandes	   grupos	   de	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animales	  por	  experimento,	  hay	  un	  elevado	  costo	  por	  animal	  y	  de	   los	  equipos	  que	  se	  necesitan	  para	  el	  
estudio	  y	  la	  eutanasia	  de	  los	  animales	  [93].	  
	  
En	  el	  modelo	  de	  Arriaga	  y	  colaboradores,	  se	  utilizan	  ratones	  híbridos	  F1	  C57bl/DBA	  en	  los	  cuales	  se	  hace	  
una	   inoculación	   relativamente	  baja	   (4x103	  UFC)	  de	  Mtb	  H37Rv	  por	  vía	   intratraqueal	   [94].	   Este	  modelo	  
permite	   apreciar	   la	   formación	   de	   granulomas	   en	   tejidos,	   supervivencia	   total	   de	   focos	   de	   alveolitis	   sin	  
neumonía	  y	  una	  significativa	  expresión	  de	  TNFα,	   iNOS,	   IL-­‐2	  e	   IFNγ.	  Este	  modelo	  es	  bastante	  apropiado	  
pues	  en	   la	  enfermedad	   latente	   los	   ratones	   continúan	  aumentando	  de	  peso	  y	   su	  apariencia	  externa	  es	  
normal	  [94].	  Así	  se	  muestra	  que	  la	  latencia	  es	  asintomática	  y	  sin	  reactivación	  espontánea,	  en	  contraste,	  
cuando	  a	  los	  ratones	  se	  les	  administra	  un	  millón	  de	  bacterias,	  se	  produce	  la	  enfermedad	  progresiva	  que	  
se	  caracteriza	  por	  neumonía	  y	  alta	  mortalidad	  (transición	  de	  fase	  TH1	  a	  TH2	  que	  es	  ineficaz	  frente	  a	  Mtb)	  
[94,95].	  	  
	  
El	  modelo	  de	  latencia	  in	  vitro	  de	  Wayne	  es	  utilizado	  para	  el	  estudio	  de	  características	  que	  se	  expresan	  a	  
causa	  de	  la	  anaerobiosis:	  activación	  de	  reguladores	  transcripcionales,	  cambios	  a	  nivel	  de	  composición	  de	  
envoltura	  celular	  y	  estudio	  de	  persistencia	  no	  replicativa	  (NRP)	  de	  micobacterias	  gracias	  a	  que	  simula	  un	  
ambiente	   de	   poco	   oxígeno	   similar	   al	   que	   se	   enfrenta	   la	  micobacteria	   en	   los	   granulomas.	   Consiste	   en	  
disminuir	   gradualmente	   el	   oxígeno	   de	   un	   medio	   de	   cultivo	   líquido	   hasta	   microaerobiosis	   (0,06%	   de	  
saturación	   de	   oxígeno),	   dicho	   agotamiento	   gradual	   permite	   que	   la	   micobacteria	   genere	   inducciones	  
específicas	  que	  le	  permitan	  sobrevivir	  en	  hipoxia.	  En	  la	  caracterización	  de	  la	  hipoxia	  in	  vitro	  se	  destacan	  
dos	  estados	  principales	  de	   la	  micobacteria	   con	   sus	   respectivos	  marcadores:	   el	  primero	   corresponde	  al	  
estado	  NRP1	  en	  el	  cual	  hay	  bajas	  cantidades	  de	  oxígeno,	  se	  caracteriza	  por	  finalización	  en	  la	  replicación	  
del	  DNA,	  aumento	  de	   la	   síntesis	  de	   la	  proteína	  antigénica	  α-­‐crystallin,	  aumento	  de	   la	  actividad	  nitrato	  
reductasa	   e	   incremento	   de	   la	   aminación	   reductiva	   del	   glioxilato.	   Por	   su	   parte,	   el	   estado	  NRP2	   que	   se	  
considera	   como	   anaerobiosis,	   ha	   permitido	   mostrar	   que	   la	   micobacteria	   es	   más	   susceptible	   a	  
determinados	  antibióticos	  como	  metronidazol.	  Es	  una	  metodología	  reproducible,	  fácil	  de	  ejecutar,	  bajo	  
costo	  y	  extrapolable	  a	  diversas	  cepas	  no	  patogénicas	  del	  género	  Mycobacterium.	  Desafortunadamente	  
este	  modelo	   solamente	   es	   útil	   para	   el	   estudio	   de	   condiciones	   establecidas	   y	   no	   es	   posible	   evaluar	   la	  
interacción	  con	  sistemas	  u	  organismos	  hospederos	  [95,96].	  
	  
Finalmente,	   el	   modelo	   de	   inanición	   reportado	   por	   Loebel	   y	   colaboradores,	   comprende	   el	   estudio	  
características	   fenotípicas	   y	   genotípicas	   de	   las	   micobacterias	   que	   carecen	   de	   alguno	   o	   todos	   los	  
nutrientes	  esenciales	  para	  la	  viabilidad	  bacteriana.	  El	  modelo	  	  consiste	  en	  tomar	  bacterias	  crecidas	  en	  un	  
medio	  rico	  en	  nutrientes	  y	  posteriormente	  transferirlas	  a	  una	  solución	  de	  PBS	  con	  agitación.	  La	  inanición	  
de	   nutrientes	   resultante	   muestra	   un	   nivel	   mínimo	   de	   respiración	   y	   actividad	   metabólica	   de	   la	  
micobacteria	  en	  el	  que	  hay	  resistencia	  a	  rifampicina	  e	  isoniazida,	  no	  obstante,	  el	  bacilo	  permanece	  viable	  
y	  es	  capaz	  de	  recuperarse	  cuando	  se	  transfiere	  nuevamente	  a	  un	  cultivo	  con	  nutrientes	  estándar.	  	  Este	  
modelo	   de	   inanición	   in	   vitro	   intenta	   reflejar	   el	   ambiente	   generado	   por	   el	   granuloma	   en	   el	   cual	   se	  
confinan	  las	  micobacterias,	  no	  obstante,	  al	   igual	  que	  el	  modelo	  de	  hipoxia	  de	  Wayne	  solamente	  es	  útil	  
para	  el	  estudio	  de	  condiciones	  pre-­‐establecidas	  en	  donde	  no	  hay	  interacción	  con	  el	  sistema	  inmune	  de	  
un	  hipotético	  hospedero	  [97-­‐99].	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2.4.6 Medidas	  indirectas	  de	  actividad	  metabólica	  en	  micobacterias	  en	  latencia:	  cronoamperometría	  
y	  cronopotenciometría	  
	  
Los	  métodos	  que	  usualmente	  se	  emplean	  para	  detectar	  actividad	  metabólica	  de	  bacterias	  se	  basan	  en	  
estudios	  de	  actividad	  enzimática,	   síntesis	  de	  novo	  de	  proteínas,	   reducción	  de	  sales	  de	   tetrazolio	  como	  
indicadores	  de	  actividad	   respiratoria	   [100],	   evaluación	  de	   consumo	  de	   carbohidratos	   [101],	   análisis	  de	  
estructura	  celular	  por	  microscopía	  [102]	  o	  detección	  de	  diferencias	  genómicas	  y	  transcriptómicas	  [103].	  
Estas	  técnicas	  aunque	  son	  importantes	  y	  proveen	  información	  valiosa,	  son	  metolodogías	  que	  consumen	  
tiempo,	   reactivos	   de	   alto	   costo	   y	   en	   algunos	   casos	   su	   sensibilidad	   no	   es	   adecuada	   para	   el	   análisis	   de	  
pequeñas	  muestras	  de	  bacterias	  así	  como	  su	  resultado	  no	  siempre	  es	  extrapolable	  al	  comportamiento	  de	  
cepas	  virulentas.	  	  
	  
El	   uso	   de	   biosensores	   celulares	   y	   de	  métodos	   electroquímicos	   cada	   vez	   es	  más	   popular	   a	   la	   hora	   de	  
estudiar	   el	  metabolismo	   celular.	   El	   seguimiento	   de	   la	   viabilidad	   celular	   y	   su	   actividad	  metabólica	   por	  
metodologías	   electroquímicas	   tiene	   importantes	   ventajas	   tales	   como	   la	   reproducibilidad,	   facilidad,	  
detección	   rápida	   y	   sensibilidad	   de	   los	   mismos	   [104].	   Los	   métodos	   electroquímicos	   se	   basan	   en	   la	  
habilidad	  de	  bacterias	  viables	  de	  intercambiar	  electrones	  con	  un	  electrodo	  de	  trabajo,	  en	  la	  presencia	  de	  
un	  mediador	  redox	  el	  cual	  se	  intercala	  fácilmente	  en	  la	  cadena	  transportadora	  de	  electrones	  de	  la	  célula.	  
El	  éxito	  de	  éstas	  técnicas	  reside	  en	  que	  dicho	  mediador	  pueda	  cruzar	  sin	  problemas	  la	  envoltura	  celular	  
para	   alcanzar	   la	   membrana	   celular.	   Un	   mediador	   como	   el	   2,6-­‐diclorofenol	   indofenol	   (DCIP)	   que	   se	  
adicione	   en	   su	   forma	   oxidada	   a	   una	  muestra	   de	   bacterias	   será	   reducido	   en	   el	   electrodo	   de	   trabajo	   a	  
causa	  de	   la	  actividad	  de	   la	   cadena	   transportadora	  de	  electrones	   (por	  ende,	  de	   la	  actividad	  metabólica	  
bacteriana).	   La	   cantidad	   de	   mediador	   redox	   en	   su	   estado	   reducido	   es	   proporcional	   al	   número	   de	  
electrones	   transferidos	   de	   la	   bacteria	   viable	   y	   de	   su	   actividad	   metabólica	   [104,105].	   Únicamente	   las	  
células	   vivas	   son	   detectadas	   mediante	   la	   corriente	   o	   potencial	   eléctrico	   que	   genere	   el	   intercambio	  
electrónico	   del	   mediador	   redox	   y	   las	   células;	   si	   el	   mediador	   redox	   es	   re-­‐oxidado	   en	   un	   electrodo	   de	  
trabajo	  (el	  cual	  se	  polariza	  a	  un	  potencial	  fijo),	  la	  corriente	  estacionaria	  medida	  durante	  un	  experimento	  
de	   cronoamperometría	   será	   proporcional	   a	   la	   actividad	   metabólica	   [104].	   La	   cronoamperometría	  
consiste	  en	  la	  aplicación	  de	  un	  salto	  de	  potencial	  y	  evaluar	  la	  caída	  de	  corriente	  respecto	  al	  tiempo	  en	  la	  
interfase	   electrodo/electrolito.	   La	   cronopotenciometría	   es	   otra	   alternativa	   para	   estimar	   la	   actividad	  
metabólica	  de	  las	  bacterias,	  el	  primer	  paso	  es	  conseguir	  un	  potencial	  anódico	  tal	  que	  oxide	  el	  mediador	  
redox	   en	   la	   interfase	   electrodo/electrolito,	   así,	   el	   descenso	   de	   la	   concentración	   en	   su	   forma	   oxidada	  
(debido	  al	  metabolismo)	  es	  medido	  como	  consecuencia	  de	  la	  caída	  de	  potencial	  registrado	  [104].	  
	  
En	   la	   figura	  20	  se	  describe	  el	  esquema	  general	  de	  una	  celda	  electroquímica	  para	  monitorear	  el	  estado	  
metabólico	   de	   micobacterias.	   Las	   bacterias	   recolectadas	   en	   una	   membrana	   junto	   con	   un	   buffer	   de	  
citrato-­‐fosfato	  están	  en	  contacto	  directo	  con	  un	  sistema	  de	  tres	  electrodos:	  un	  electrodo	  de	  trabajo	  (ET)	  
en	  el	  cual	  existe	  el	  intercambio	  electrónico	  entre	  los	  electrones	  de	  la	  cadena	  respiratoria	  y	  el	  mediador	  
redox	   DCIP,	   un	   electrodo	   de	   referencia	   de	   calomel	   saturado	   (SCE)	   y	   un	   electrodo	   auxiliar	   (EA)	   o	  
contraelectrodo.	   Estos	   electrodos	   se	   encuentran	   conectados	   a	   un	   potenciostato,	   un	   instrumento	   que	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permite	   controlar	   los	   procesos	  que	  ocurren	   en	   la	   celda	  pudiendo	  mostrar	   una	  diferencia	   de	  potencial	  
constante	  en	  el	  electrodo	  de	   trabajo	   tomando	  como	  punto	  de	   referencia	  el	   voltaje	  en	  el	  electrodo	  de	  
referencia	   y	   corrigiendo	   las	   variaciones	   de	   potencial	   mediante	   el	   control	   de	   la	   corriente	   en	   el	  
contraelectrodo.	  	  
	  
	  
Figura	  20.	  A:	  esquema	  de	  una	  celda	  electroquímica,	  electrodo	  auxiliar	  o	  contraelectrodo	  (EA),	  electrodo	  
de	   trabajo	   (ET)	   y	   electrodo	   de	   calomel	   saturado	   (SCE).	   B:	   Proceso	   de	   reducción	   del	   2,6-­‐diclorofenol	  
indofenol	   (DCIP),	   los	   electrones	   provienen	   de	   la	   cadena	   transportadora	   de	   electrones	   de	   las	  
micobacterias	  confinadas	  en	  la	  membrana.	  
	  
Las	  diversas	  metodologías	  electroquímicas	  usadas	  en	  micobacterias	  se	  han	  enmarcado	  en	  el	  análisis	  de	  
especificidad	  de	  sustratos	  del	  citocromo	  p450	  [106],	  detección	  de	  mutaciones	  génicas	  en	  la	  resistencia	  a	  
rifampicina	   [107],	   conteo	  de	  células	   [108]	  y	  estudio	  de	   inmunosensores	  de	  Mtb	   [109].	   Las	  medidas	  de	  
cronoamperometría	  y	  potencial	  en	  circuito	  abierto	  (cronopotenciometría)	  han	  sido	  usadas	  para	  detectar	  
la	   transformación	  de	  M.	   smegmatis	   viables	  a	   células	  en	   formas	  no	   cultivables,	   se	  ha	   reportado	  que	   la	  
corriente	   transferida	   al	   electrodo	   desde	   una	   cantidad	  mínima	   de	   células	   de	  M.	   smegmatis	   (3.0	   x	   106	  
células/ml)	   es	   proporcional	   al	   estado	  metabólico	   general	   de	   células	   viables	   [108,110].	   Esta	   aplicación	  
experimental	  puede	  ser	  aplicada	  en	  el	  contexto	  del	  presente	  trabajo,	  que	  se	  ha	  encaminado	  a	  estimar	  la	  
actividad	   metabólica	   general	   de	   micobacterias	   de	   lento	   y	   rápido	   crecimiento	   no	   patogénicas	   en	  
condiciones	   estándar	   y	   en	   dormancia	   (hipoxia	   e	   inanición).	   El	   comportamiento	   electroquímico	   que	   se	  
observe	  en	  las	  micobacterias	  de	  estudio	  se	  puede	  correlacionar	  fácilmente	  con	  los	  cambios	  bioquímicos	  
que	  presenten	  las	  mismas,	  así	  por	  ejemplo,	  es	  posible	  determinar	  la	  identidad	  de	  aceptores	  alternos	  de	  
electrones	  en	  ausencia	  de	  oxígeno	  [111,112].	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3.	  	  ANTECEDENTES	  
Dada	  la	  alta	  incidencia	  de	  TB	  latente,	  la	  investigación	  sobre	  la	  patogenia	  de	  Mtb	  se	  ha	  enfocado	  hacia	  la	  
búsqueda	   de	   biomarcadores	   de	   la	   bacteria	   que	   posiblemente	   están	   involucrados	   en	   la	   viabilidad	   del	  
bacilo	  en	  las	  condiciones	  que	  supone	  el	  hospedero	  en	  el	  granuloma,	  de	  la	  misma	  forma,	  también	  se	  ha	  
reunido	   bastante	   información	   sobre	   diferentes	   eventos	   a	   nivel	   inmunológico	   que	   provoca	   el	   bacilo	  
latente	  en	  el	  hospedero	  humano.	  	  	  
Actualmente	   se	   conoce	  que	  Mtb	   latente	   reorganiza	   la	   estructura	  de	   su	  envoltura	   celular	  dado	  que	  en	  
micobacterias	  aisladas	  de	  lesiones	  granulomatosas	  se	  ha	  evidenciado	  pérdida	  de	  la	  capacidad	  de	  tinción	  
Ziehl	   –	   Nielsen	   [3,84].	   Por	   otro	   lado,	   las	   diversas	   características	   de	  Mtb	   latente	   se	   han	   conseguido	  
implementando	   modelos	   de	   estrés	   in	   vitro	   como	   el	   modelo	   de	   hipoxia	   de	   Wayne	   y	   el	   de	   inanición	  
reportado	  por	  Loebel	  y	  colaboradores	  en	  donde	  se	  han	  encontrado	  características	  de	  la	  latencia	  in	  vitro	  
que	  han	  permitido	  estudiar	  a	  fondo	  las	  adaptaciones	  de	   la	  micobacteria	  al	  ambiente	  del	  granuloma	  de	  
poco	   oxígeno	   y	   bajo	   nivel	   de	   nutrientes,	   como	   también	   el	   uso	   de	   aceptores	   finales	   de	   electrones	  
alternos,	  expresión	  de	  proteínas	  involucradas	  en	  la	  adaptación	  al	  estrés	  y	  aumento	  del	  metabolismo	  de	  
ácidos	  grasos	  [3,4].	  	  
El	   uso	   de	   los	   modelos	   de	   latencia	   in	   vitro	   busca	   asemejar	   las	   condiciones	   hostiles	   en	   las	   cuales	   se	  
encuentra	  el	  bacilo	  dentro	  de	  los	  granulomas	  en	  la	   infección	  pulmonar	  humana,	  aunque	  tales	  modelos	  
muestran	   la	   respuesta	   del	   bacilo	   bajo	   situaciones	   muy	   específicas,	   han	   sido	   válidos	   a	   la	   hora	   de	  
encontrar	   reguladores	   importantes	   en	   la	   supervivencia	   del	   bacilo	   como	   lo	   es	   el	   regulador	   global	   de	  
latencia	   DosR	   que	   junto	   con	   PhoP	   regula	   la	   biosíntesis	   de	   lípidos.	   De	   esta	   forma	   ha	   sido	   posible	  
establecer	  que	  la	  micobacteria	  latente	  es	  capaz	  de	  acumular	  triacilgliceroles	  como	  reserva	  energética	  [3].	  
Nuestro	   grupo	   de	   investigación	   ha	   establecido	   que	   en	   condiciones	   de	   hipoxia	   hay	   ausencia	   de	   SL-­‐I	   y	  
acumulación	   de	   sus	   precursores	   e	   incremento	   de	   DAT	   en	  Mtb	   (figura	   21)	   [5],	   este	   tipo	   de	   hallazgos	  
continúan	  revelando	  que	  la	  micobacteria	  latente	  reorganiza	  su	  pared	  celular	  para	  su	  supervivencia.	  Por	  
lo	  tanto,	  la	  clave	  es	  encontrar	  cuáles	  son	  los	  factores	  más	  importantes	  de	  dicha	  reorganización	  para	  que	  
la	   micobacteria	   no	   pierda	   su	   integridad	   y	   viabilidad,	   en	   ese	   sentido	   y	   tal	   como	   se	   propone	   en	   este	  
trabajo,	   los	   cambios	   reportados	   a	   nivel	   de	   envoltura	   celular	   se	   deben	   complementar	   con	   el	   estudio	  
transcripcional	  de	  los	  genes	  que	  codifican	  proteínas	  involucradas	  en	  la	  biosíntesis	  de	  tales	  derivados	  de	  
trehalosa	  en	  condiciones	  adversas	  de	  crecimiento.	  	  
Finalmente,	  diversos	  estudios	  han	  demostrado	  que	  el	  uso	  de	  micobacterias	  no	  patogénicas	  cultivadas	  en	  
condiciones	  de	  estrés	  resultan	  ser	  buenos	  modelos	  para	  la	  caracterización	  de	  Mtb	   latente,	  mediante	  el	  
uso	  de	  tales	  cepas	  y	   técnicas	  de	  alta	  sensibilidad	  se	  ha	  podido	  establecer	  que	  Mtb	  entra	  en	  un	  estado	  
metabólico	  denominado	  “dormancia”	  cuando	  se	  adapta	  a	  la	  hipoxia	  y/o	  inanición	  en	  el	  que	  la	  actividad	  
metabólica	  general	  del	  bacilo	  disminuye	  sin	  afectar	  la	  viabilidad	  [3].	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Figura	  21.	  Perfil	  glicolipídico	  en	  TLC	  bidimensional	  de	  Mtb	  H37Rv	  crecido	  en	  completa	  aireación	  (A)	  y	  en	  
hipoxia	  (B).	  Identificación	  por	  TLC	  bidimensional	  posibles	  precursores	  de	  SL	  de	  Mtb	  H37Rv	  en	  aireación	  
(C)	  e	  hipoxia	  (D).	  Cromatografías	  	  reportadas	  en	  el	  trabajo	  de	  Ramírez	  A.	  S.	  2008	  [5].	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4. HIPÓTESIS	  EXPERIMENTAL	  
	  
Mediante	   el	   uso	   de	   cepas	   no	   patógenas	   y	   de	   rápido	   crecimiento	   (Mtb	   H37Ra,	  M.	   bovis	   BCG	   y	  M.	  
smegmatis	  mc2155)	  cultivadas	  en	  condiciones	  hostiles,	  es	  posible	  conocer	  aspectos	  de	  Mtb	  latente	  como	  
lo	  son	  sus	  cambios	  a	  nivel	  metabólico	  y	  variaciones	  a	  nivel	  bioquímico,	  lo	  que	  resulta	  apropiado	  el	  uso	  de	  
tales	  cepas	  como	  modelos	  de	  latencia	  in	  vitro	  para	  la	  caracterización	  de	  la	  micobacteria	  confinada	  en	  el	  
granuloma.	  	  	  
	  
Los	  diversos	  componentes	  de	  la	  envoltura	  celular	  de	  Mtb	  juegan	  un	  papel	  importante	  en	  la	  virulencia	  del	  
bacilo	   tuberculoso,	   particularmente	   glicolípidos	   que	   posiblemente	   modulan	   de	   alguna	   manera	   la	  
supervivencia	   del	   patógeno	   frente	   al	   sistema	   inmune	   generando	   diversos	  mecanismos	   de	   evasión.	   Es	  
relevante	  demostrar	  que	  en	   latencia	   la	  micobacteria	  muestra	  expresión	  diferencial	  de	  algunos	  o	   todos	  
los	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT	  y	  el	  regulador	  transcripcional	  PhoP	  en	  el	  modelo	  
de	  hipoxia	  de	  Wayne	  respecto	  a	  células	  crecidas	  en	  condiciones	  estándar.	  De	  esta	  manera,	  alguno(s)	  de	  
los	   genes	   que	   sea	   más	   relevante	   para	   la	   biosíntesis	   de	   estas	   moléculas	   en	   condiciones	   adversas	   se	  
puede(n)	  identificar	  con	  el	  fin	  de	  establecer	  algún	  potencial	  terapéutico.	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5.	  	  OBJETIVOS	  
	  
	  
	  
5.1 Objetivo	  general	  
	  
Determinar	  el	  efecto	  de	  la	  hipoxia	  in	  vitro	  en	  la	  transcripción	  de	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  
SL	  y	  DAT/PAT	  de	  Mtb	  H37Rv	  y	  en	  la	  actividad	  metabólica	  general	  de	  micobacterias	  no	  patogénicas	  y	  de	  
rápido	  crecimiento.	  	  
	  
	  
5.2	  Objetivos	  específicos	  
	  
5.2.1	  Determinar	  la	  actividad	  metabólica	  general	  de	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  
crecidas	   en	   hipoxia	   y	   en	   inanición	   utilizando	   técnicas	   electroquímicas	   como	   cronoamperometría	   y	  
cronopotenciometría.	  
	  
5.2.2	  Evaluar	  el	  efecto	  de	  la	  hipoxia	  y	  la	  inanición	  en	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  
respecto	  a	  la	  actividad	  bioquímica	  mediada	  por	  las	  enzimas	  catalasa,	  ureasa	  y	  nitrato	  reductasa.	  
	  
5.2.3	   	   Determinar	   in	   vitro	   el	   efecto	   de	   la	   hipoxia	   en	   la	   transcripción	   de	   los	   genes	   que	   codifican	   para	  
aciltransferasas	  papA1,	  papA2	   y	  papA3,	   policetidosintasas	  pks2	   y	  pks3/4	   y	   los	   traslocadores	  mmpL8	   y	  
mmpL10	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT	  de	  Mtb	  H37Rv.	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6. ESTRATEGIA	  EXPERIMENTAL	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   	  
Cultivo	  estándar:	  
logarítmica	  y	  estacionaria	  
Cultivo	  estándar:	  
Fase	  estacionaria	  	  
Catalasa,	  ureasa	  y	  
nitrato	  reductasa	  
Intercambiador	  
electrónico:	  DCIP	  
Recolección	  de	  bacterias	  
Estandarización	  
de	  reacciones	  de	  
qPCR	  
Extracción	  de	  RNA	  total	  micobacterial	  
NRP1	   NRP2	  
Modelo	  microaerofílico	  de	  Wayne	  
in	  vitro:	  Mtb	  H37Rv	  Cepas:	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  
y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  
Cultivo	  estándar:	  
Fase	  logarítmica	  
Hipoxia	  e	  
inanición	  in	  vitro	  
Eliminación	  de	  
DNA	  y	  preparación	  
de	  cDNA	  
Gen	  
normalizador:	  
sigA	  	  
Medidas	  de	  actividad	  
metabólica	  y	  test	  bioquímicos	  
Cronoamperometría	  y	  
cronopotenciometría	  
Medidas	  indirectas	  de	  
actividad	  metabólica	  
Test	  
bioquímicos	   Real	  time	  PCR	  (cuantificación	  absoluta):	  
papA1	  (SL),	  papA2	  (SL),	  papA3	  (PAT),	  
pks2	  (SL),	  pks3/4	  (PAT),	  mmpL8	  (SL),	  	  
mmpL10	  (PAT)	  y	  phoP	  
Análisis	  estadístico	  	  
Modelo	  de	  hipoxia	  in	  vitro:	  análisis	  de	  expresión	  de	  genes	  
involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT	  
Extracción	  de	  
DNA	  genómico	  
de	  Mtb	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7. METODOLOGÍA	  
	  
	  
7.1 Cultivo	  líquido	  estándar	  (aireado)	  de	  micobacterias.	  
	  
Tal	   como	   se	  muestra	   en	   los	   objetivos	   (numeral	   5)	   y	   en	   el	   esquema	   general	   de	   trabajo	   (numeral	   6)	   la	  
estrategia	   experimental	   se	   dividió	   en	   dos	   grandes	   partes,	   cada	   una	   de	   ellas	   comprende	   el	   uso	   de	  
diferentes	  cepas	  del	  género	  Mycobacterium,	  así,	  en	  la	  primera	  parte	  acerca	  de	  la	  detección	  de	  cambios	  
metabólicos	  generados	  por	   la	  dormancia,	   se	  cultivaron	  células	  no	  patogénicas	  y	  de	  rápido	  crecimiento	  
como	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155;	  en	  la	  segunda	  parte,	  correspondiente	  al	  análisis	  
transcripcional	  de	  los	  genes	  que	  codifican	  para	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT,	  se	  cultivó	  Mtb	  H37Rv.	  	  
	  
Mtb	  H37Rv,	  Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  bovis	  BCG	  (American	  Type	  Culture	  Collection	  -­‐	  ATCC,	  Rockville,	  MD,	  USA)	  se	  
cultivaron	  con	  agitación	  en	  medio	   líquido	  medio	  Dubos	  +	  ADC	   (Difco)	  a	  37°C.	   La	  manipulación	  de	  Mtb	  
H37Rv	  se	  realizó	  en	  cabina	  de	  bioseguridad	  tipo	  II	  debido	  a	  su	  patogenicidad.	  Para	  los	  cultivos	  masivos	  
(cantidades	  mayores	  a	  100	  ml)	  se	  incubaron	  inicialmente	  precultivos	  de	  aproximadamente	  20	  mL	  por	  6	  
días	  (OD600	  de	  0.4;	  fase	  logarítmica)	  a	  partir	  de	  un	  stock	  glicerinado	  o	  una	  muestra	  en	  medio	  Löwenstein-­‐
Jensen,	  posteriormente	  se	  hizo	   la	  dilución	  deseada	  en	  el	  medio	  correspondiente.	  Para	   la	  extracción	  de	  
RNA	   a	   partir	   de	   cultivos	   estándar,	   el	   cultivo	   se	   incubó	   hasta	   obtener	   un	   OD600	   de	   0.5	   a	   0.7	   (fase	  
logarítmica	  en	  medio	  Dubos),	  y	  para	  fase	  estacionaria	  las	  micobacterias	  se	  cultivaron	  7	  días	  más	  bajo	  las	  
mismas	  condiciones	  de	  temperatura	  y	  agitación	  [113].	  	  
	  
Para	  M.	  smegmatis	  mc2155	  cultivado	  en	  medio	  Luria	  –	  Bertani	   (LB),	   se	   siguió	  un	  protocolo	   similar:	   los	  
precultivos	   se	   incubaron	   solamente	   por	   3	   días	   y	   la	   fase	   estacionaria	   fue	   obtenida	   4	   días	   después	   de	  
haber	  llegado	  a	  la	  fase	  logarítmica	  (OD600	  de	  0.4	  a	  0.7).	  	  
	  
En	  todos	  los	  casos,	  el	  material	  de	  cultivo	  (incluidos	  los	  medios)	  se	  esterilizaron	  en	  autoclave	  (121°C	  por	  
10	  minutos),	  para	  suplementos	  especiales	  (proteínas,	  antibióticos,	  etc.)	  que	  no	  se	  podían	  autoclavar,	  se	  
hizo	  esterilización	  por	  filtración	  con	  membranas	  de	  0.22	  µm	  y	  se	  adicionaron	  a	  los	  medios	  cuando	  éstos	  
se	  habían	  enfriado	  hasta	  50-­‐40°C.	  	  
 
7.1.1 Cultivo	  de	  micobacterias	  en	  condiciones	  de	  hipoxia	  (modelo	  Wayne	  modificado).	  	  
	  
Esta	   metodología	   se	   utilizó	   para	   el	   cultivo	   de	   micobacterias	   no	   patogénicas	   utilizadas	   en	   medidas	  
electroquímicas	  de	  actividad	  metabólica	  y	  pruebas	  bioquímicas	  [96,114]:	  	  
	  
a) Mtb	   H37Ra	   y	  M.	   bovis	   BCG	   Se	   cultivaron	   en	   100	   ml	   en	   medio	   líquido	   Dubos	   +	   ADC,	   y	   	  M.	  
smegmatis	  mc2155	  fue	  cultivada	  en	  medio	  LB.	  Los	  cultivos	  se	  incubaron	  a	  37°C	  con	  agitación	  hasta	  que	  
se	  alcanzó	  fase	  logarítmica	  (OD600	  de	  0.4	  a	  0.7).	  
b) Los	  cultivos	  de	  cada	  cepa	  se	  centrifugaron	  a	  8760	  x	  g	  por	  10	  minutos	  a	  4°C.	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c) Los	  pellets	  obtenidos	  se	  resuspendieron	  en	  10	  ml	  de	  medio	  Dubos	  y	  se	  llevaron	  a	  un	  total	  de	  200	  
ml	  del	  mismo	  medio	  en	  botella	  Boeco©	  de	  300	  ml	  (logrando	  un	  OD600	  de	  0.2).	  Este	  sistema	  se	  dejó	  bien	  
tapado	  y	  sellado	  con	  Parafilm	  y	  se	  incubó	  a	  37°C	  con	  agitación	  a	  200	  rpm	  con	  barra	  magnética	  por	  7	  días	  
para	  las	  pruebas	  bioquímicas	  (éstas	  fueron	  llevadas	  a	  cabo	  en	  estado	  NRP2);	  para	  el	  caso	  de	  las	  medidas	  
electroquímicas	  se	  hizo	  un	  cultivo	  diferente	  por	  cada	  intervalo	  de	  tiempo	  de	  medición	  para	  cada	  una	  de	  
las	  cepas	  de	  trabajo.	  
d) Como	  indicación	  de	  control	  de	  agotamiento	  de	  oxígeno,	  se	  preparó	  un	  cultivo	  en	  botella	  Boeco©	  
adicional	  con	  bacterias	  suplementado	  con	  azul	  de	  metileno	  (1.5	  µg/ml).	  
	  
Para	  la	  obtención	  de	  RNA	  total,	  utilizado	  en	  las	  reacciones	  de	  qPCR,	  se	  utilizó	  el	  siguiente	  procedimiento	  
de	  cultivo	  en	  hipoxia	  [96,114]:	  
	  
a) Se	  cultivaron	  200	  ml	  de	  Mtb	  H37Rv	  en	  medio	  líquido	  Dubos	  +	  ADC,	  el	  que	  se	  incubó	  a	  37°C	  con	  
agitación	  hasta	  que	  alcanzó	  fase	  logarítmica	  (OD600	  de	  0.5	  a	  0.7).	  
b) Dos	  fracciones	  de	  100	  ml	  de	  cultivo	  se	  centrifugaron	  por	  separado	  a	  8760	  x	  g	  por	  10	  minutos	  a	  
4°C.	  	  
c) El	  pellet	  obtenido	  se	  resuspendió	  en	  10	  ml	  de	  medio	  Dubos	  y	  se	   llevó	  a	  un	  total	  de	  200	  ml	  del	  
mismo	  medio	  en	  botella	  Boeco©	  de	  300	  ml.	  Este	  sistema	  se	  dejó	  bien	  tapado	  y	  sellado	  con	  Parafilm	  y	  se	  
incubó	  a	  37°C	  con	  agitación	  a	  200	  rpm	  con	  barra	  magnética.	  Cada	  pellet	  obtenido	  del	  paso	  anterior	  se	  
utilizó	  para	  obtener	  estado	  NRP1	  y	  NRP2	  respectivamente.	  
d) Al	  quinto	  día	  de	  incubación	  bajo	  estas	  condiciones,	  se	  recolectaron	  células	  por	  centrifugación	  a	  
8760	  x	  g	  por	  10	  minutos	  a	  4°C	  (estado	  de	  hipoxia	  o	  NRP1).	  
e) Al	   sexto	   día	   de	   incubación	   (una	   segunda	   botella)	   bajo	   las	   condiciones	   de	   crecimiento	  
mencionadas,	   se	   recolectaron	   células	   por	   centrifugación	   a	   8760	   x	   g	   por	   10	  minutos	   a	   4°C	   (estado	   de	  
microanaerobiosis	  o	  NRP2).	  
f) Las	  células	  recolectadas	  se	  resuspendieron	  en	  2	  ml	  de	  solución	  de	  lisis:	  cloruro	  de	  guanidinio	  6M,	  
Tween	  80	  0.01	  %,	  β-­‐mercaptoetanol	  1	  M	  y	  EDTA	  0.01	  M.	  Esta	  resuspensión	  se	  almacenó	  a	  	  -­‐	  20°C	  hasta	  
su	  uso.	  
g) Como	   muestra	   control	   de	   agotamiento	   de	   oxígeno,	   se	   preparó	   un	   cultivo	   en	   botella	   Boeco©	  
adicional	  con	  bacterias	  suplementado	  con	  azul	  de	  metileno	  (1.5	  µg/ml).	  	  
h) Para	  este	  experimento	  se	  utilizaron	  dos	  lotes	  de	  muestras	  independientes.	  	  
	  
7.1.2 Determinación	  de	  oxígeno	  disuelto	  (OD)	  en	  los	  medios	  de	  cultivo	  de	  bacterias	  en	  hipoxia	  
	  
El	   oxígeno	   disuelto	   en	   los	   cultivos	   de	   las	   micobacterias	   cultivadas	   en	   hipoxia	   fue	   cuantificado	   por	   el	  
método	   de	   Winkler	   [115].	   La	   metodología	   consiste	   en	   tomar	   la	   muestra	   (solución	   acuosa)	   y	   agregar	  
sulfato	   de	   manganeso	   II	   (MnSO4)	   en	   medio	   alcalino	   junto	   con	   un	   exceso	   de	   yoduro	   de	   potasio	   (KI),	  
posteriormente,	  el	  precipitado	  hidróxido	  de	  manganeso	  III,	  Mn(OH)3,	  es	  neutralizado	  con	  ácido	  sulfúrico	  
y	  los	  iones	  yoduro	  en	  la	  solución	  ácida	  reducen	  el	  Mn3+	  a	  Mn2+	  y	  se	  forma	  el	  ión	  triyoduro	  (I3-­‐).	  Con	  el	  uso	  
de	  una	  solución	  de	  tiosulfato	  de	  sodio	  (Na2S2O3)	  previamente	  estandarizada,	  se	  pueden	  titular	  los	  iones	  
I3-­‐	  por	  yodometría.	  En	   las	  reacciones	  químicas	  1-­‐5	  se	  muestran	  las	  especies	  a	  cuantificar,	  si	  se	  conocen	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los	  moles	  de	  I3-­‐	  por	  titulación	  (reacción	  5)	  se	  puede	  establecer	  por	  estequiometría	   la	  cantidad	  de	  iones	  
Mn2+	  (reacciones	  2,	  3	  y	  4),	  de	  esta	  forma	  se	  puede	  conocer	  la	  cantidad	  de	  especie	  Mn3+	  (inicialmente	  en	  
la	  forma	  Mn(OH)3)	  y	  por	  tanto	  los	  moles	  de	  oxígeno	  presentes	  en	  solución	  (reacción	  1).	  
	  
4Mn2+	  +	  O2	  +	  8OH−	  +	  2H2O	  →	  4Mn(OH)3(s)	  	  	  	  	  (1)	  
2Mn(OH)3(s)	  +	  3H2SO4	  →	  2Mn3+	  +	  3SO42-­‐	  +	  3H2O	  	  (2)	  
2Mn3+	  +	  2I−	  →	  2Mn2+	  +	  I2	  (3)	  
I2	  +	  I−→	  I3−	  	  	  (4)	  
I3−	  +	  2S2O32−	  →	  3I−	  +	  S4O62−	  (5)	  
	  
La	   cuantificación	   de	   oxígeno	   disuelto	   en	   los	   cultivos	   de	   hipoxia	   de	   las	   tres	   cepas	   de	   estudio	   no	  
patogénicas	  procedió	  de	  la	  siguiente	  forma:	  
	  
a) 10	   ml	   de	   cada	   cultivo	   de	   micobacteria	   se	   centrifugaron	   a	   8760	   X	   g	   por	   10	   minutos,	   el	  
sobrenadante	  resultante	  se	  utilizó	  para	  la	  cuantificación.	  
b) A	  5	  ml	  de	   sobrenadante	  obtenido	  se	   le	  agregó	  1	  ml	  de	   solución	  de	  MnSO4	   saturada	  y	  1	  ml	  de	  
solución	  saturada	  de	  KI	  en	  NaOH.	  
c) La	  mezcla	  resultante	  se	  agitó	  vigorosamente.	  
d) Posteriormente	  se	  agregó	  1	  ml	  de	  ácido	  sulfúrico	  concentrado.	  
e) La	  mezcla	  fue	  titulada	  por	  yodometría	  con	  Na2S2O3	  previamente	  estandarizado.	  
f) Tiempos	  de	  cuantificación:	  inicio	  de	  la	  inoculación	  en	  hipoxia	  (día	  cero),	  5	  y	  10	  días	  de	  cultivo	  
g) Este	  protocolo	  fue	  ejecutado	  por	  triplicado.	  
	  
7.1.3 Modelo	  de	  inanición	  en	  micobacterias	  
	  
Esta	  forma	  de	  cultivo	  se	  utilizó	  para	  micobacterias	  no	  patogénicas	  utilizadas	  en	  medidas	  electroquímicas	  
de	  actividad	  metabólica	  y	  pruebas	  bioquímicas	  [99]:	  	  
	  
a) Se	  cultivaron	  30	  ml	  Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  bovis	  BCG	  en	  medio	  líquido	  Dubos	  +	  ADC,	  mientras	  que	  la	  
misma	  cantidad	  de	  cultivo	  de	  M.	  smegmatis	  mc2155	  fue	  cultivada	  en	  medio	  LB.	  Los	  cultivos	  se	  incubaron	  
a	  37°C	  con	  agitación	  hasta	  que	  alcanzó	  fase	  logarítmica	  (OD600	  de	  0.5	  a	  0.7).	  
b) Los	  cultivos	  se	  centrifugaron	  a	  8760	  x	  g	  por	  10	  minutos	  a	  4°C.	  
c) Los	  pellets	  obtenidos	  se	   lavaron	  dos	  veces	  son	  solución	  de	  PBS	  1X	  (NaCl	  0.14	  M,	  KCl	   	  0.005	  M,	  
Na2HPO4	  0.01	  M,	  KH2PO4	  0.002	  M,	  pH	  7.4).	  
d) Los	  pellets	  lavados	  fueron	  finalmente	  resuspendidos	  en	  PBS	  1X	  hasta	  lograr	  un	  OD600	  de	  0.2	  y	  se	  
incubaron	  a	  37°C	  con	  agitación.	  Para	   las	  pruebas	  bioquímicas,	  Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  bovis	  BCG	  se	  incubaron	  
por	  10	  días	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  por	  5	  días	  en	  inanición.	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7.1.4	  Viabilidad	  de	  las	  bacterias	  crecidas	  en	  aireación,	  hipoxia	  e	  inanición	  
	  
La	  viabilidad	  de	  las	  bacterias	  cultivadas	  en	  hipoxia	  y	  en	  inanición	  se	  estimó	  mediante	  el	  plaqueo	  de	  100	  
µl	  de	  diluciones	  seriadas	  de	  cultivo	   (10,	  102,	  103	  y	  105	  en	  PBS	  1X)	  en	  medio	  sólido	  Middlebrook	  7H10-­‐
OADC.	   Se	   plaquearon	   diluciones	   de	   cultivo	   cada	   24	   horas	   desde	   la	   inoculación	   y	   también	   se	   hizo	  
seguimiento	  de	  OD600	  (estos	  conteos	  se	  realizaron	  por	  triplicado).	  	  
	  
7.2 Medidas	  indirectas	  de	  actividad	  metabólica	  
	  
La	  dormancia	  (cambios	  en	  la	  actividad	  metabólica	  general)	  de	  las	  cepas	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  
smegmatis	   mc2155	   generada	   por	   el	   cultivo	   en	   condiciones	   de	   hipoxia	   e	   inanición	   fue	   corroborada	   y	  
detectada	   mediante	   el	   uso	   de	   técnicas	   electroquímicas	   como	   cronoamperometría	   y	  
cronopotenciometría.	   Los	   resultados	   obtenidos	   siempre	   fueron	   contrastados	   con	   la	   actividad	  
electroquímica	  de	  bacterias	  cultivadas	  en	  completa	  aireación	  [108,110].	  
	  
7.2.1	  Análisis	  por	  cronoamperometría	  
	  
Este	   análisis	   se	   utilizó	   para	   determinar	   el	   metabolismo	   general	   de	  Mtb	   H37Ra,	  M.	   bovis	   BCG	   y	  M.	  
smegmatis	  mc2155:	  
	  
a) 4.0	  x	  107	  UFC	  fueron	  filtradas	  a	  través	  de	  una	  membrana	  de	  0.45	  µm,	  la	  que	  se	  colocó	  dentro	  de	  
una	  caja	  de	  petri	  de	  10	  cm	  y	  se	  agregaron	  100	  ml	  de	  DCIP	  0,1	  mM	  disuelto	  en	  buffer	  de	  citrato	  –	  fosfato	  
(Na2HPO4	  0.025	  M,	  ácido	  cítrico	  0.0125	  M,	  pH	  7.0)	  directamente	  sobre	  la	  membrana.	  	  
b) De	  forma	  simultánea	  encima	  de	  la	  membrana	  se	  colocó	  un	  electrodo	  de	  carbón	  vítreo	  (electrodo	  
de	  trabajo)	  previamente	  pulido	  con	  suspensiones	  de	  alúmina	  0.3	  µm	  y	  0.1	  µm	  sucesivamente	  y	  sometido	  
a	  	  sonicación	  por	  10	  minutos	  (Ver	  esquema	  de	  la	  celda	  electroquímica	  en	  la	  figura	  20).	  
c) El	   potenciostato	   µAutolab	   II	   (Eco	   Chemie)	   fue	   utilizado	   para	   llevar	   a	   cabo	   las	   medidas	  
electroquímicas	  donde	  el	  electrodo	  de	  trabajo	  fue	  cuidadosamente	  presionado	  hacia	  la	  membrana	  que	  
contenía	   las	  micobacterias	  y	  el	  DCIP.	  La	  celda	  se	  completó	  con	  un	  electrodo	  de	  calomel	  saturado	  (SCE)	  
que	  hizo	  las	  veces	  de	  electrodo	  de	  referencia	  y	  un	  electrodo	  auxiliar	  de	  grafito.	  	  
d) Las	  medidas	  se	   iniciaron	  con	  un	  salto	  de	  potencial	  de	  0	  a	  350	  mV	  (vs.	  SCE)	  en	  0.1	  segundos,	   la	  
respuesta	   de	   este	   estímulo	   fue	   registrada	   como	   corriente	   (I)	   en	   función	   del	   tiempo.	   Tiempo	   total	   de	  
medida:	  200	  segundos.	  
e) Este	  procedimiento	  fue	  realizado	  con	  bacterias	  recolectadas	  cada	  24	  horas	   (diferentes	  tiempos	  
de	  cultivo)	  en	  hipoxia	  e	  inanición.	  El	  protocolo	  también	  fue	  aplicado	  a	  bacterias	  crecidas	  en	  condiciones	  
estándar	  (aireación).	  
	  
Para	   esta	   determinación	   se	   utilizaron	   como	   controles	   negativos	   bacterias	   muertas	   y	   membrana	   con	  
solamente	  DCIP	  en	  solución.	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7.2.2	  	  Análisis	  mediante	  potencial	  en	  circuito	  abierto	  (cronopotenciometría)	  
	  
Mediante	   cronopotenciometría	   se	   determinó	   el	   metabolismo	   de	   las	   mismas	   especies	   estudiadas	   por	  
cronoamperometría:	  
	  
a) En	   esta	   metodología	   la	   carga	   bacteriana,	   el	   ensamble	   de	   la	   celda	   y	   el	   uso	   del	   potenciostato	  
fueron	  iguales	  que	  en	  el	  caso	  de	  la	  cronoamperometría	  (Figura	  20).	  
b) Las	  medidas	  se	  iniciaron	  aplicando	  a	  las	  micobacterias	  un	  potencial	  de	  350	  mV	  (vs.	  SCE)	  durante	  
100	  segundos,	  una	  vez	  finalizado	  este	  tiempo	  se	  detectó	  la	  caída	  de	  potencial	  de	  la	  celda	  electroquímica	  
(vs.	  SCE)	  en	  función	  del	  tiempo	  durante	  200	  segundos.	  
c) Este	  procedimiento	  fue	  realizado	  con	  bacterias	  recolectadas	  cada	  24	  horas	   (diferentes	  tiempos	  
de	  cultivo)	  en	  hipoxia	  e	  inanición.	  El	  protocolo	  también	  fue	  aplicado	  a	  bacterias	  crecidas	  en	  condiciones	  
estándar	  (aireación).	  
	  
Como	  controles	  negativos	  se	  utilizaron	  bacterias	  muertas	  y	  membrana	  con	  solamente	  DCIP	  en	  solución.	  
	  
7.2.3	  Procesamiento	  de	  datos	  
	  
Los	   datos	   de	   cronoamperometría	   (corriente	   en	   función	   del	   tiempo)	   fueron	   ajustados	   a	   la	   ecuación	  
empírica	   6	   para	   obtener	   la	   corriente	   estacionaria	   (steady	   state	   current,	   Iss)	   utilizando	   la	   metodología	  
Solver	  de	  Microsoft	  Excel	  2007®.	  k1	  (s-­‐1)	  y	  k2	  (µA)	  son	  constantes	  cinéticas	  e	  I0	  (µA)	  es	  la	  corriente	  a	  t	  =	  0.	  
El	  valor	  de	  Iss	  fue	  calculado	  a	  partir	  de	  la	  ecuación	  7;	  Iss	  es	  proporcional	  a	  la	  actividad	  metabólica	  de	  las	  
micobacterias,	   por	   lo	   tanto	   fue	   usado	   como	   valor	   de	   referencia	   para	   comparar	   el	   comportamiento	  
electroquímico	  en	  las	  diferentes	  condiciones	  de	  cultivo	  (aireación,	  hipoxia	  e	  inanición).	  	  	  
	  
Los	   datos	   de	   cronopotenciometría	   (potencial	   vs.	   SCE	   en	   función	   del	   tiempo)	   fueron	   ajustados	   a	   la	  
ecuación	  empírica	  8	  donde	  k1	  (V)	  y	  k2	  (V)	  son	  constantes	  y	  kd	  (s-­‐1)	  es	  una	  constante	  cinética	  característica	  
proporcional	   a	   la	   actividad	  metabólica	   que	   fue	   usada	   como	   parámetro	   adicional	   de	   comparación	   del	  
comportamiento	  electroquímico	  de	  las	  micobacterias	  en	  estudio	  en	  las	  diferentes	  condiciones	  de	  cultivo.	  
	  
𝐼 = 𝐼! − 𝑘! !!!!!!!! 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (6)	  
𝐼!! = 𝐼! − 𝑘!	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (7)	  
𝐸 = 𝑘!𝑒!!!! + 𝑘!	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (8)	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7.3 Pruebas	  bioquímicas	  
	  
Las	   prubas	   bioquímicas	   catalasa	   [111],	   nitrato	   reductasa	   [116,117]	   y	   ureasa	   [118]	   se	   utilizaron	   como	  
parámetro	   adicional	   en	   la	   detección	   del	   estado	   dormante	   de	   las	   micobacterias	   crecidas	   en	   hipoxia	   e	  
inanición;	   al	   igual	   que	   en	   las	  medidas	   electroquímicas,	   se	   tomaron	   como	   puntos	   de	   comparación	   las	  
pruebas	  realizadas	  a	  micobacterias	  crecidas	  en	  completa	  aireación.	  
	  
	  
7.3.1 Prueba	  Catalasa	  
	  
a) Una	  vez	  obtenidos	   los	  cultivos	  estándar,	  en	  hipoxia	  e	   inanición,	  de	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  
M.	  smegmatis	  mc2155,	  se	  tomaron	  0.5	  ml	  de	  cultivo	  y	  se	  centrifugaron	  a	  8760	  x	  g	  por	  2	  minutos	  a	  4°C.	  
b) El	  pellet	  obtenido	  se	  lavó	  2	  veces	  con	  agua	  estéril.	  	  
c) El	  pellet	   lavado	  se	   resuspendió	  en	  0.5	  ml	  de	  solución	  catalasa	   (perhidrol	  al	  30%	  y	  Tween	  80	  al	  
10%).	  
d) La	  formación	  de	  burbujas	  una	  vez	  se	  añade	  la	  solución	  se	  consideró	  indicativo	  de	  prueba	  positiva	  
catalasa.	  
	  
	  
7.3.2 Prueba	  Nitrato	  Reductasa	  
	  
a) Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  se	  cultivaron	  en	  condiciones	  estándar,	  hipoxia	  
e	  inanición	  como	  se	  describe	  en	  el	  numeral	  7.1,	  solo	  que	  los	  medios	  y	  soluciones	  fueron	  suplementados	  
con	  NaNO3	  10	  mM.	  	  
b) Una	  vez	  obtenidos	  los	  cultivos,	  se	  tomó	  1	  ml	  de	  cultivo	  al	  que	  se	  le	  agregaron	  dos	  gotas	  de	  HCl	  
18%	  (p/p),	  dos	  gotas	  de	  ácido	  sulfanílico	  y	  dos	  gotas	  de	  N,N-­‐dimetil-­‐1-­‐naftilamina.	  
c) La	  suspensión	  de	  bacterias	  se	  homogenizó	  
d) La	   aparición	   de	   una	   coloración	   púrpura	   en	   el	  medio	   de	   cultivo	   fue	   considerada	   como	   prueba	  
nitrato	  reductasa	  positiva.	  
	  
	  
7.3.3 Prueba	  Ureasa	  
	  
a) Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  se	  cultivaron	  en	  condiciones	  estándar,	  hipoxia	  
e	  inanición	  como	  se	  describe	  en	  el	  numeral	  7.1.	  En	  este	  caso	  el	  medio	  de	  cultivo	  estaba	  compuesto	  por	  
una	   solución	   de	   triptona	   0.1%,	   glucosa	   0.1%,	  NaCl	   0.5%,	   K2HPO4	   0.04%,	   rojo	   fenol	   0.001%,	   urea	   2%	   y	  
Tween	  80	  0.01%.	  	  
b) Una	   vez	   se	   inocularon	   las	   bacterias	   en	   condiciones	   estándar	   y	   en	   hipoxia,	   se	   consideró	   como	  
prueba	  ureasa	  positiva	  el	  cambio	  de	  color	  del	  medio	  de	  cultivo	  de	  amarillo	  a	  rojo.	  El	  ensayo	  no	  se	  ejecutó	  
para	  el	  modelo	  de	  inanición.	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7.4 Extracción	  de	  RNA	  de	  Mtb	  H37Rv	  	  
	  
Una	  vez	  los	  cultivos	  en	  aireación	  alcanzaron	  la	  fase	  logarítmica	  y	  la	  estacionaria	  y	  los	  cultivos	  en	  hipoxia	  
completaron	  5	  y	  6	  días	  de	  incubación	  (NRP1	  y	  NRP2),	  las	  células	  recolectadas	  se	  sometieron	  a	  extracción	  
de	  RNA	  total	  por	  medio	  del	  método	  de	  lavados	  con	  TRIzol	  [119]:	  
	  
a) El	   pellet	   de	   bacterias	   se	   resuspendió	   en	   1	   ml	   solución	   de	   lisis,	   en	   criotubos	   de	   2	   ml,	   se	  
suplementó	  con	  perlas	  de	  vidrio	  o	  zirconio	  de	  tamaño	  150	  –	  212	  µm	  (SIGMA),	  y	  se	  incubó	  a	  4°C.	  	  
b) Las	  células	  se	  lisaron	  en	  un	  BeadBeater	  TM	  (Biospec	  Products,	  Bartlesville,	  OK,	  USA),	  mediante	  4	  
rompimientos	  a	  velocidad	  mínima	  por	  45	  segundos	  cada	  uno	  y	  2	  rompimientos	  a	  velocidad	  máxima	  por	  
15	  segundos.	  Entre	  cada	  pulso	  se	  dejó	  reposar	  el	  homogenizado	  a	  4°C.	  	  
c) El	  sistema	  de	  tubos	  se	  centrifugó	  a	  16000	  X	  g	  a	  4°C	  por	  5	  minutos,	  el	  sobrenadante	  se	  recuperó	  
cuidadosamente.	  
d) La	   fase	  acuosa	   superior	  del	   centrifugado	  se	   recuperó	  con	  cuidado	  y	   se	   transfirió	  a	  un	  criotubo	  
con	  500	  µl	  de	  mezcla	  fenol/cloroformo/alcohol	  isoamílico	  (25:24:1).	  	  
e) Despues	   de	   centrifugar	   a	   16000	   X	   g	   a	   4°C	   por	   5	   minutos,	   el	   sobrenadante	   obtenido	   fue	  
transferido	  a	  otro	  criotubo	  que	  contenía	  500	  µl	  de	  mezcla	  cloroformo/alcohol	  isoamílico	  (24:1),	  se	  agitó	  
por	  inversión	  tres	  veces	  y	  se	  dejó	  a	  temperatura	  ambiente	  por	  5	  minutos.	  
f) La	  mezcla	  anterior	  se	  centrifugó	  a	  16000	  X	  g	  por	  5	  minutos	  a	  4°C.	  
g) Una	  vez	  separadas	  las	  fases	  acuosa	  y	  orgánica,	  la	  fase	  acuosa	  (superior)	  se	  transfirió	  a	  un	  nuevo	  
criotubo	  al	  que	  se	   le	  agregó	  etanol	  frío	  gota	  a	  gota,	  a	  hasta	  completar	  0.4	  volúmenes	  del	  total	  de	  fase	  
acuosa	  recuperada.	  
h) La	  mezcla	  anterior	  se	  incubó	  toda	  la	  noche	  a	  -­‐20°C.	  
i) Los	  tubos	  se	  centrifugaron	  a	  16000	  X	  g	  a	  4°C	  por	  20	  minutos.	  
j) Después	   de	   desechar	   el	   sobrenadante,	   se	   agregaron	   500	  µl	   de	   etanol	   al	   75%	   y	   	   se	   centrifugó	  
16000	  X	  g	  a	  4°C	  por	  15	  minutos.	  
k) Se	  descartó	  nuevamente	  el	  sobrenadante	  sin	  distorsionar	  el	  pellet.	  El	  precipitado	  se	  disolvió	  en	  
50	  µl	  de	  agua	  tratada	  con	  DEPC	  (Dietilpirocarbonato),	  	  
l) A	  continuación	  se	  añadió	  1	  ml	  de	  TRIzol	  y	  100	  µl	  de	  cloroformo.	  
m) Se	  agitó	  vigorosamente	  	  el	  tubo	  y	  se	  dejó	  en	  reposo	  a	  4°C	  por	  10	  minutos.	  	  
n) La	   mezcla	   Se	   centrifugó	   a	   16000	   X	   g	   a	   4°C	   por	   15	   minutos,	   la	   fase	   acuosa	   se	   recuperó	  
cuidadosamente.	  
o) La	  fase	  acuosa	  recuperada	  se	  colocó	  en	  un	  tubo	  nuevo	  y	  se	  adicionaron	  500	  µl	  de	  isopropanol.	  
p) La	  mezcla	  se	  incubó	  a	  -­‐20°C	  toda	  la	  noche.	  
q) Los	  lavados	  con	  etanol	  y	  TRIzol	  se	  repitieron	  tres	  veces	  más.	  
r) Después	  del	  último	   lavado	  con	  TRIzol,	   	   las	  muestras	  se	  centrifugaron	  a	  16000	  X	  g	  a	  4°C	  por	  20	  
minutos.	  	  
s) Se	  descartó	  el	  sobrenadante,	  se	  agregaron	  500	  µl	  de	  etanol	  al	  75%	  y	  se	  centrifugó	  nuevamente	  a	  
16000	  X	  g	  a	  4°C	  por	  15	  minutos.	  
t) El	  sobrenadante	  se	  descartó	  cuidadosamente	  sin	  distorsión	  del	  pellet.	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u) El	   pellet	   final	   obtenido	   se	   secó	  en	  un	   SpeedVac	   (DNA110	   Speed	  Vac)	   a	   velocidad	  media	  por	   3	  
minutos.	  
v) La	  totalidad	  de	  RNA	  obtenido	  se	  disolvió	  en	  30	  µl	  de	  agua	  DEPC.	  	  
w) El	  RNA	  disuelto	  fue	  distribuido	  en	  alícuotas	  de	  3	  µl	  cada	  una	  para	  la	  posterior	  síntesis	  de	  cDNA.	  
x) La	   cuantificación	   de	   RNA	   se	   llevó	   a	   cabo	   en	   el	   NanoDrop	   2000c	   Spectrophotometer	   (Thermo	  
Scientific)	  utilizando	  como	  blanco	  agua	  DEPC.	  
y) La	   integridad	  del	  RNA	  aislado	  (evidencia	  de	  rRNAs	  23S	  y	  16S)	  fue	  verificada	  en	  el	  Bioanalizador	  
Chip	  Prokaryote	  RNA	  Nano	  (Agilent	  Technology).	  	  
7.4.1 Verificación	  de	  ausencia	  de	  DNA	  en	  RNA	  total	  extraído	  
	  
Para	   verificar	   la	   ausencia	   de	   DNA	   en	   el	   RNA	   extraído	   se	   utilizó	   qPCR.	   En	   este	   ensayo	   se	   utilizó	   como	  
control	   positivo	   DNA	   de	   micobacterias	   que	   contiene	   el	   gen	   de	   la	   proteína	   ribosomal	   12	   (rsp12),	   las	  
muestras	   de	   RNA	   también	   fueron	   analizadas	   por	   la	   amplificación	   de	   dicho	   gen.	   Se	   utilizaron	   los	  
cebadores:	   5’	   CCAACCATCCAGCACGTGGT	   3’	   (directo)	   y	   5’	   CCTTCAGAGCCGCGGTCT	   3’	   (reverso),	   y	   las	  
condiciones	  de	  la	  reacción	  fueron	  las	  siguientes:	  	  
	  
a) Preincubación	  por	  10	  minutos	  a	  95°C	  
b) 33	  ciclos	  de	  desnaturalización	  a	  95°C	  por	  10	  segundos,	  anillamiento	  de	  cebadores	  a	  60°C	  por	  10	  
segundos	  y	  polimerización	  a	  72°C	  por	  10	  segundos.	  	  
c) Enfriamiento	  final	  a	  37°C	  por	  20	  segundos.	  	  
d) La	  mezcla	  de	  reacción	  de	  qPCR	  se	  describe	  en	  el	  numeral	  7.6.2.	  
	  
7.4.2 Tratamiento	  de	  RNA	  con	  DNAasa	  (opcional	  para	  muestras	  que	  no	  estuvieran	  libres	  de	  DNA)	  
	  
Para	   eliminar	   DNA	   contaminante	   en	   el	   RNA	   se	   utilizó	   la	   enzima	   DNase	   I	   (RNase-­‐free)	   #EN0521	   de	  
Fermentas.	  El	  kit	  contiene	  un	  buffer	  de	  reacción	  10X	  con	  MgCl2	  400	  mM,	  agua	  tratada	  con	  DEPC	  y	  DNAsa	  
libre	  de	  RNAsa	  (1U/µl).	  Para	  hacer	  digestión	  del	  DNA	  se	  procedió	  de	  la	  siguiente	  manera:	  
	  
a) En	  un	  tubo	  libre	  de	  RNasas	  se	  pusieron	  1	  a	  2	  µg	  de	  RNA	  extraído,	  1	  µl	  de	  de	  buffer	  de	  reacción	  	  y	  
se	  completaron	  9	  µl	  totales	  con	  agua	  DEPC.	  
b) Se	  agregó	  1	  µl	  de	  DNasa	  (1U/µl)	  a	  la	  mezcla	  de	  reacción.	  
c) La	  mezcla	  se	  incubó	  a	  37°C	  por	  30	  minutos.	  	  
d) Se	  adicionó	  1	  µl	  de	  EDTA	  25	  mM	  y	  se	  incubó	  a	  65°C	  por	  10	  minutos	  (En	  algunos	  casos	  se	  utilizó	  
extracción	  con	  fenol/cloroformo).	  
e) Finalmente,	   fue	   cuantificado	   el	   RNA	   purificado	   con	   el	   NanoDrop	   2000c	   Spectrophotometer	  
(Thermo	  Scientific)	  utilizando	  como	  blanco	  agua	  DEPC.	  	  
	  
7.4.3 Síntesis	  de	  cDNA	  	  
	  
La	  reacción	  se	  llevó	  a	  cabo	  utilizando	  el	  kit	  Super	  ScriptR	  First	  Strand	  (Invitrogen)	  de	  la	  siguiente	  manera:	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a) Se	   preparó	   una	   mezcla	   de	   reacción	   de	   20	   µl	   que	   contenía:	   2	   µg	   de	   RNA,	   6	   µl	   de	   cebadores	  
random	  (hexámeros),	  y	  2	  µl	  de	  dNTP´s,	  y	  se	  completó	  con	  agua	  DEPC	  
b) La	  mezcla	  anterior	  se	  incubó	  a	  65°C	  por	  5	  minutos.	  
c) A	   la	   mezcla	   se	   le	   añadieron	   4	  µl	   de	   buffer	   de	   reacción	   5X	   (250	  mM	   Tris-­‐HCl),	   8	  µl	   de	  MgCl2	  
20mM,	  2	  µl	  RNAsa	  OUT	  (20	  U/µl)	  y	  4	  µl	  de	  DTT	  (ditiotreitol)	  50	  mM.	  La	  mezcla	  total	  se	  incubó	  a	  25°C	  por	  
cinco	  minutos.	  	  
d) Después	  de	  un	  pulso	  de	  centrifugación,	  se	  añadieron	  2	  µl	  de	  enzima	  Super	  Script	  (200	  U/µl)	  y	  se	  
dejó	  en	  incubación	  a	  25°C	  por	  10	  minutos	  más.	  	  
e) La	  mezcla	  se	  dejó	  a	  45°C	  por	  50	  minutos.	  
f) La	  reacción	  se	  terminó	  calentando	  a	  70°C	  la	  mezcla	  por	  15	  minutos.	  	  
g) La	  mezcla	  se	  trató	  con	  2	  µl	  de	  RNAsa	  H	  (20	  U/µl)	  incubando	  a	  37°C	  por	  20	  minutos.	  
h) El	  cDNA	  obtenido	  se	  usó	  directamente	  para	  los	  ensayos	  de	  qPCR.	  
	  
7.5 Extracción	  de	  DNA	  de	  Mtb	  H37Rv	  	  
	  
Para	  elaboración	  de	  curvas	  de	  calibración	  para	   la	  cuantificación	  en	  qPCR,	  se	  extrajo	  DNA	  genómico	  de	  
Mtb	  H37Rv	  utilizando	  el	  siguiente	  protocolo:	  
	  
a) Mtb	  H37Rv	  se	  cultivó	  en	  200	  ml	  de	  en	  medio	  Dubos	  +	  ADC	  con	  agitación	  y	  a	  37°C	  hasta	  llegar	  a	  
fase	  estacionaria	  (14	  días	  de	  cultivo,	  OD600	  0,8).	  	  
b) El	  medio	  de	  cultivo	  se	  centrifugó	  a	  8760	  X	  g	  por	  5	  minutos,	  las	  bacterias	  se	  resuspendieron	  en	  0,5	  
ml	  de	  solución	  de	  Cloruro	  de	  guanidinio	  6M.	  	  	  
c) Se	   realizaron	   después	   choques	   térmicos	   en	   baño	   maría:	   65°C	   por	   10	   minutos	   seguido	   de	  
incubación	  a	  -­‐70°C,	  este	  proceso	  se	  repitió	  tres	  veces.	  
d) A	  continuación	  se	  agregó	  1	  volumen	  de	  solución	  fenol/cloroformo/alcohol	  isoamílico	  (25:24:1)	  y	  
se	  agitó	  vigorosamente.	  
e) La	  mezcla	  se	  centrifugó	  a	  16000	  X	  g	  por	  cinco	  minutos,	  la	  fase	  acuosa	  superior	  fue	  recuperada	  en	  
otro	  tubo	  cuidadosamente	  sin	  tocar	  la	  interfase	  blanca.	  
f) Después	   se	   hizo	   una	   extracción	   con	   dos	   volúmenes	   de	   solución	   cloroformo/alcohol	   isoamílico	  
(24:1)	  y	  se	  agitó	  vigorosamente.	  
g) Las	  fases	  se	  separaron	  mediente	  centrifugación	  a	  16000	  X	  g	  por	  5	  minutos	  y	  se	  recuperó	  la	  fase	  
acuosa	  superior	  en	  otro	  tubo.	  	  
h) Para	  precipitar	  el	  DNA,	  se	  agregaron	  dos	  volúmenes	  de	  etanol	  absoluto,	  la	  mezcla	  se	  incubó	  a	  -­‐
20°C	  por	  24	  horas.	  
i) La	  mezcla	  se	  centrifugó	  a	  16000	  X	  g	  15	  minutos	  y	  se	  descartó	  el	  sobrenadante.	  
j) El	  DNA	  obtenido	  se	  lavó	  con	  500	  µl	  de	  etanol	  al	  70%,	  la	  mezcla	  se	  centrifugó	  a	  16000	  X	  g	  por	  15	  
minutos	  nuevamente	  y	  se	  descartó	  el	  sobrenadante	  sin	  distorsionar	  el	  pellet.	  	  	  
k) La	  muestra	  de	  DNA	  se	  secó	  en	  Speed	  Vac	  (DNA110	  Speed	  Vac)	  durante	  10	  minutos.	  
l) El	   DNA	   resultante	   se	   disolvió	   en	   50	  µl	   de	   agua	  MilliQ,	   y	   se	   cuantificó	   en	   el	   NanoDrop	   2000c	  
Spectrophotometer	  (Thermo	  Scientific)	  utilizando	  como	  blanco	  agua	  DEPC.	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m) La	  	  presencia	  de	  DNA	  genómico	  se	  comprobó	  en	  gel	  de	  Agarosa	  al	  1,5%.	  
n) A	   partir	   de	   la	   concentración	   de	   DNA	   obtenida	   se	   calculó	   la	   cantidad	   de	   genomas	   de	   Mtb	  
extraídos	   por	   µl	   y	   se	   hicieron	   diluciones	   desde	   106	   hasta	   103	   genomas	   o	   copias	   de	   DNA/µl,	   dichas	  
diluciones	   se	   utilizaron	   como	   patrones	   de	   DNA	   para	   elaborar	   las	   curvas	   de	   calibración	   para	   la	  
cuantificación	  en	  reacciones	  de	  qPCR	  (ver	  inciso	  7.6.2)	  	  
	  
7.6 Análisis	  de	  niveles	  de	  expresión	  de	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  en	  hipoxia	  
	  
7.6.1 Diseño	  de	  cebadores	  y	  búsqueda	  de	  genes	  	  
	  
Los	   genes	   analizados	   corresponden	   a	   aciltranferasas	   papA1	   (SL),	   papA2	   (SL)	   y	   papA3	   (PAT),	  
policetidosintasas	  pks2	  (SL)	  y	  pks3/4	  (PAT),	  los	  traslocadores	  mmpL8	  (SL)	  y	  mmpL10	  (PAT)	  y	  el	  regulador	  
transcripcional	  phoP.	   Las	   secuencias	   de	   estos	   genes	   fueron	   obtenidas	   de	   la	   base	   de	   datos	   Tuberculist	  
(http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/)	   y	   el	   diseño	   de	   los	   cebadores	   para	   el	   ensayo	   de	   qRT-­‐PCR	   fue	  
llevado	  a	  cabo	  en	  el	  servidor	  Primer	  3	  (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm)	  teniendo	  en	  cuenta	  
parámetros	  como	  un	  tamaño	  de	  los	  oligonucleótidos	  entre	  10	  –	  20	  pb	  y	  un	  tamaño	  de	  los	  amplímeros	  de	  
100	   –	   300	   pb	   [5].	   En	   la	   tabla	   3	   se	  muestran	   las	   secuencias	   de	   los	   cebadores	   establecidas	   así	   como	   el	  
tamaño	  de	  los	  amplímeros	  que	  se	  generan.	  
	  
La	   especificidad	   de	   los	   cebadores	   diseñados	   fue	   comprobada	   mediante	   PCR	   convencional	   utilizando	  
como	   molde	   DNA	   genómico	   de	  Mtb.	   Las	   condiciones	   de	   reacción	   utilizadas	   para	   los	   genes	   fueron:	  
incubación	   inicial	   a	   95°C	   por	   5	   minutos,	   30	   ciclos	   de	   desnaturalización	   (95°C	   por	   30	   segundos),	  
anillamiento	   (60°C	   por	   30	   segundos)	   y	   polimerización	   (72°C	   por	   30	   segundos);	   una	   incubación	   final	   a	  
72°C	  por	  5	  minutos	  y	  enfriamiento	  a	  4°C.	  	  	  	  
	  
7.6.2 Reacciones	  de	  qPCR	  
	  
Para	  evaluar	  los	  niveles	  de	  transcripción	  de	  los	  genes	  involucrados	  en	  la	  síntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  se	  utilizó	  la	  
técnica	   de	   PCR	   en	   tiempo	   real,	  mediante	   cuantificación	   absoluta	   respecto	   a	   dos	   genes	   candidatos	   de	  
expresión	   constitutiva:	   sigA,	   gen	   codificante	   del	   factor	   de	   transcripción	  α	   en	   procariotes	   y	   el	   gen	   rrs	  
codificante	  del	  RNA	  16S	  [120].	  Para	  tal	  fin	  se	  utilizó	  el	  kit	  LC	  FastStart	  DNA	  Master	  SYBR	  Green	  I	  (Roche).	  	  
	  
Las	   mezclas	   de	   reacción	   fueron	   elaboradas	   añadiendo	   1.0	   μl	   de	  Master	  Mix	   (Taq	   Polimerasa,	   Buffer,	  
dNTPs,	  	  SYBR	  Green	  I	  dye),	  0.5	  μL	  de	  cebadores	  (Concentración	  final	  0.5	  μM),	  MgCl2	  dependiendo	  de	  las	  
condiciones	  de	  reacción	  de	  cada	  gen	  y	  1.0	  μg	  de	  cDNA	  (o	  1.0	  μl	  de	  dilución	  de	  DNA	  de	  Mtb	  extraído	  para	  
las	  curvas	  tipo)	  hasta	  un	  volumen	  final	  de	  10	  μL	  con	  agua	  DEPC,	  las	  reacciones	  se	  desarrollaron	  en	  tubos	  
capilares	   sellados	   en	   un	   termociclador	   LightCycler®	   1.5	   (Roche).	   Los	   resultados	   se	   analizaron	   con	   la	  
ayuda	   del	   programa	   LightCycler	   Software	   4.0	   (Roche).	   En	   el	   proceso	   de	   estandarización	   de	   las	  
condiciones	  de	  reacción	  se	  variaron	  las	  concentraciones	  de	  Mg2+	  entre	  3	  y	  4	  mM	  y	  las	  temperaturas	  de	  
anillamiento	  entre	  52	  y	  62°C.	  
	  
	  Metodología	  
61	  
	  
Tabla	  3.	  Cebadores	  diseñados	  para	  estudios	  de	  niveles	  de	  expresión	  de	  genes	  involucrados	  en	  la	  
biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  
	   Gen	   Secuencia	  de	  los	  Cebadores	  (5’→	  3’)	  
Tamaño	  de	  
Amplificado	  
Normalizadores	  
	  
SigA	  
Dir:	  CCTACGCTACGTGGTGGATT	  
Rev:	  TGGATTTCCAGCACCTTCTCC	  
	  
208	  pb	  
rrs	  (16S)	  
[120]	  
Dir:	  ATGACGGCCTTCGGGTTGTAA	  
Rev:	  CGGCTGCTGGCACGTAGTTG	   109	  pb	  
	  
SL	  
	  
pks2	  
Dir:	  CGGTGACCCCATTGAATAT	  
Rev:	  CACCATGTTTCAGAGCGAGA	  
	  
154	  pb	  
	  
papA1	  
Dir:	  GATGCTAATGGACGAGCAG	  
Rev:	  GTCATAAGGTCGGCTGGTG	  
	  
178	  pb	  
	  
papA2	  
Dir:	  GGCAATTTCGTGATGTCCTT	  
Rev:	  CGTCACTGTGGTCTGATGCT	  
	  
153	  pb	  
	  
mmpL8	  
Dir:	  GGCGGGGTTCTATATTCC	  
Rev:	  GGATTCAGGTCGGTTTGTAT	  
	  
197	  pb	  
	  
PAT	  
	  
pks3	  
Dir:	  GATCAGCTGGCTGAGATTG	  
Rev:	  GCCGCTGGTTCTGATAC	  
	  
168	  pb	  
	  
pks4	  
Dir:	  TATGGGGTACGTCCTGGTG	  
Rev:	  CGAATCGCAAGTTCTGACAA	  
	  
201	  pb	  
	  
papA3	  
Dir:	  GCGATGTTCCGGTCAGTT	  
Rev:	  GTACGCCGGATTATTTGTCC	  
	  
226	  pb	  
	  
mmpL10	  
Dir:	  GGCTTGACTCTGTTGTCGC	  
Rev:	  GATTTCAGCGAGCGGACTA	  
	  
237	  pb	  
Regulador	  Transcripcional	  phoP	  
Dir:	  TCTCGACCACGTTTGGCGCT	  
Rev:	  CCCGCAGTACGTAGCCCACC	  
140	  pb	  
	  
7.7 Estadística	  
	  
Para	   comparar	   la	   significancia	   estadística	   entre	   los	   diferentes	   experimentos	   en	   los	   que	   se	   evaluó	   la	  
transcripción	  de	  los	  genes	  de	  estudios	  por	  qPCR,	  se	  utilizó	  la	  prueba	  estadística	  t	  Student.	  Una	  diferencia	  
de	  p<0.05	  fue	  considerada	  estadísticamente	  significativa.	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8.	  	  	  RESULTADOS	  
	  
	  
8.1 Crecimiento	  de	  micobacterias	  en	  cultivos	  estándar,	  hipoxia	  e	  inanición	  
	  
8.1.1 Crecimiento	  de	  Mtb	  H37Rv	  
	  
El	  crecimiento	  estándar	  (en	  aireación)	  de	  Mtb	  H37Rv	  en	  medio	  Dubos	  ha	  sido	  previamente	  caracterizado	  
[119,120],	  de	  esta	  forma	  se	  conocía	  que	  en	  el	  séptimo	  día	  de	  incubación	  se	   lograría	   la	  fase	  logarítmica	  
con	  un	  OD600	  de	  0.5	  y	  que	  a	  los	  14	  días	  se	  llegaría	  a	  fase	  estacionaria	  con	  un	  OD600	  de	  aproximadamente	  
0.8	  (viabilidad	  obtenida	  en	  fase	  estacionaria:	  2.50	  x	  106	  UFC/ml).	  	  
	  
Tal	  como	   lo	  reporta	  Wayne	  en	  su	  modelo	  de	  hipoxia,	   los	  valores	  de	  UFC	  se	  mantienen	  constantes	  una	  
vez	   se	   inoculan	   las	   micobacterias	   en	   condiciones	   de	   microaerofilia96;	   al	   utilizar	   2.55	   x	   107	   UFC/ml	  
obtenidas	  en	  la	  fase	  logarítmica	  del	  cultivo	  aireado,	  la	  viabilidad	  celular	  obtenida	  en	  los	  estados	  NRP	  1	  y	  
2	  fue	  de	  2.89	  x	  107	  y	  2.41	  x	  107	  UFC/ml	  respectivamente.	  
	  
Los	  tiempos	  de	  cultivo	  para	  la	  obtención	  de	  los	  estados	  NRP	  1	  y	  2	  fueron	  establecidos	  por	  la	  desaparición	  
parcial	  y	  total	  de	  la	  tonalidad	  azul	  del	  control	  con	  azul	  de	  metileno	  lo	  cual	  indica	  agotamiento	  o	  ausencia	  
de	   oxígeno.	   Al	   quinto	   día	   de	   incubación	   se	   evidenció	   un	   cambio	   abrupto	   en	   la	   coloración	   lo	   cual	   se	  
consideró	  como	  estado	  NRP1	  y	  al	  sexto	  día	  se	  observó	  una	  desaparición	  total	  de	  la	  coloración	  lo	  que	  se	  
consideró	  como	  estado	  NRP2;	  estos	  fueron	  los	  periodos	  de	  tiempo	  utilizados	  para	  hacer	  la	  extracción	  del	  
RNA	  total.	  	  
	  
8.1.2	  Crecimiento	  de	  Mtb	  H37Ra,	  	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  y	  cambios	  en	  la	  concentración	  
de	  oxígeno	  disuelto	  en	  los	  cultivos	  hipóxicos	  
	  
Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  bovis	   BCG	   tuvieron	   condiciones	   similares	  de	   crecimiento	  que	  Mtb	  H37Rv,	   así,	   la	   fase	  
logarítmica	  se	  obtuvo	  aproximadamente	  en	  7	  días	  bajo	  condiciones	  estándar	  de	  crecimiento	  y	  agitación	  
con	  un	  valor	  de	  OD600	  de	  0.5.	  	  Por	  su	  parte,	  M.	  smegmatis	  mc2155	  alcanzó	  su	  fase	  logarítmica	  a	  los	  3	  días	  
de	  cultivo	  con	  un	  valor	  de	  OD600	  similar	  al	  de	  las	  otras	  dos	  cepas.	  	  
	  
Los	  cultivos	  en	  hipoxia	  de	  estas	  cepas	  mostraron	  que	  para	  Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  bovis	  BCG	  el	  control	  con	  azul	  
de	  metileno	  cambió	  de	  coloración	  a	  los	  4	  días	  (96	  horas)	  de	  incubación	  y	  para	  M.	  smegmatis	  mc2155	  el	  
cambio	  ocurrió	  a	  los	  3	  días	  (72	  horas).	  La	  cantidad	  de	  oxígeno	  disuelto	  en	  el	  tiempo	  cero	  de	  los	  cultivos	  
de	   hipoxia	   fue	   de	   15.70	   ±	   1.01	   mg	   O2/ml	   para	   las	   tres	   cepas,	   al	   quinto	   día	   de	   cultivo,	   dicho	   valor	  
disminuyó	  aproximadamente	  a	  la	  mitad	  para	  todas	  las	  cepas	  (7.20	  ±	 1.03	  mg	  O2/ml),	  para	  el	  décimo	  día	  
el	  oxígeno	  disuelto	  alcanzó	  valores	  de	  4.51	  ±	 1.01	  mg	  O2/ml	  para	  Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  Bovis	  BCG	  y	  de	  2.21	  ±	  
0.81	  mg	  O2/ml	  para	  M.	  smegmatis	  mc2155	  (Figura	  22).	  
	  
	  
	  Resultados	  
63	  
	  
	  
	  
Figura	  22.	  Cuantificación	  de	  oxígeno	  disuelto	  (OD)	  en	  cultivos	  hipóxicos	  en	  el	  tiempo	  total	  del	  
experimento.	  Mtb	  H37Ra	  (■),	  M.	  bovis	  BCG	  (▲)	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155.(●) 
 
En	  la	  figura	  23	  se	  muestran	  los	  valores	  de	  OD600	  y	  UFC	  de	  M.	  smegmatis	  mc2155	  en	  aireación,	  hipoxia	  e	  
inanición.	  El	  tiempo	  cero	  de	   las	  gráficas	  corresponde	  al	   inicio	  en	  que	  las	  células	  se	  cultivaron	  en	  estrés	  
con	   un	   OD600	   de	   0.2	   (8.0	   x	   106	   UFC/ml	   aproximadamente),	   después	   de	   las	   primeras	   48	   horas	   de	  
incubación	  en	  hipoxia	  se	  detectaron	  pocas	  variaciónes	  en	  los	  valores	  de	  UFC,	  tales	  valores	  estuvieron	  en	  
el	   orden	   de	   6-­‐8	   x	   107	   UFC/ml.	   Para	   las	   bacterias	   en	   inanición	   se	   observó	   que	   los	   valores	   de	   UFC	   se	  
mantuvieron	  constantes	  después	  de	  las	  primeras	  48	  horas	  alrededor	  de	  3.0	  x	  107	  UFC/ml.	  Las	  células	  en	  
aireación	  lograron	  valores	  superiores	  de	  UFC	  que	  las	  bacterias	  en	  hipoxia	  e	  inanición	  (superior	  a	  8	  x	  107	  
UFC/ml)	  durante	  el	  tiempo	  total	  del	  experimento.	  El	  comportamiento	  de	  la	  viabilidad	  de	  de	  Mtb	  H37Ra	  y	  
M.	  bovis	  BCG	  	  para	  las	  mismas	  condiciones	  de	  crecimiento	  fue	  similar	  (figura	  23).	  	  
	  
	  
Figura	  23.	  Viabilidad	  de	  M.	  smegmatis	  mc2155	  en	  cultivo.	  OD600	  (A)	  y	  CFU/ml	  (B)	  en	  condiciones	  estándar	  
(▲),	   hipoxia	   (●)	   e	   inanición	   (■).	   Para	   asegurar	   la	   reproducibilidad	   del	   experimento,	   se	   realizaron	   tres	  
experimentos	  independientes.	  Las	  barras	  indican	  la	  desviación	  estándar.	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8.2 Detección	  de	  actividad	  metabólica	  de	  micobacterias	  en	  aireación,	  hipoxia	  e	  inanición	  
	  
Todos	  los	  experimentos	  de	  electroquímica	  fueron	  realizados	  con	  la	  misma	  cantidad	  de	  micobacterias:	  4.0	  
x	  107	  UFC,	  la	  que	  corresponde	  a	  5	  ml	  de	  medio	  de	  cultivo	  diluido	  hasta	  un	  OD600	  de	  0.2.	  Las	  figuras	  24	  y	  
25	  muestran	  las	  curvas	  que	  se	  obtienen	  de	  corriente	  y	  caída	  de	  potencial	  para	  cada	  uno	  de	  los	  tiempos	  
del	  experimento.	  A	  partir	  de	  estas	  tendencias	  obtenidas	  para	  cada	  cepa	  de	  estudio	  y	  condición	  de	  cultivo	  
se	  realizaron	  las	  regresiones	  no	  lineales	  usando	  las	  ecuaciones	  6	  a	  8	  y	  se	  calcularon	  los	  valores	  de	  Iss	  y	  kd.	  
Estos	   dos	   valores	   fueron	   tomados	   como	   punto	   de	   referencia	   para	   evaluar	   el	   nivel	   de	   actividad	  
metabólica	  de	  las	  micobacterias	  en	  dormancia.	  Un	  valor	  alto	  de	  Iss	  indica	  que	  en	  la	  caída	  de	  corriente	  que	  
se	  detecta	  en	  la	  cronoamperometría	  habrá	  un	  valor	  alto	  de	  corriente	  estacionaria	  a	  medida	  que	  avance	  
el	   tiempo,	   dicha	   corriente	   se	   encuentra	   relacionada	   con	   la	   actividad	   de	   la	   cadena	   transportadora	   de	  
electrones	   y	   por	   ende,	   con	   la	   capacidad	   de	   transferir	   electrones	   al	   mediador	   DCIP.	   Por	   su	   parte,	   la	  
constante	  kd	  hace	  referencia	  a	  qué	  tan	  drástica	  es	  la	  caída	  de	  potencial	  que	  se	  genera	  en	  el	  experimento	  
de	  cronopotenciometría,	  entre	  más	  alta	  sea	  dicha	  caída	  de	  potencial	  mayor	  será	  la	  actividad	  metabólica	  
en	   términos	   de	   la	   perturbación	   del	   equilibrio	   existente	   entre	   el	   DCIP	   y	   la	   cadena	   transportadora	   de	  
electrones	  de	  la	  bacteria.	  	  
	  
	  
	  
Figura	   24.	   Cronoamperogramas	   del	   electrodo	   de	   carbón	   vítreo	   con	   células	   viables	   de	  M.	   smegmatis	  
mc2155	  bajo	  condiciones	  de	  hipoxia.	  Cada	  curva	  representa	  un	  intervalo	  de	  tiempo	  en	  horas	  en	  el	  que	  se	  
llevó	  a	  cabo	  el	  experimento.	  24	  h	  (X),	  48	  h	  (▲),	  72	  h	  (■),	  96	  h	  (♦),	  120	  (●),	  144	  h	  (—),	  168	  h	  (-­‐)	  y	  192	  h	  
(línea	  continua).	  Voltaje:	  0.350	  V	  vs.	  SCE;	  mediador	  redox:	  2,6-­‐diclorofenol	  indofenol	  (DCIP);	  electrolito:	  
buffer	  citrato-­‐fosfato	  (pH	  7.0).	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Figura	  25.	  Cronopotenciogramas	  de	  circuito	  abierto	  del	  electrodo	  de	  carbón	  vítreo	  con	  células	  viables	  de	  
M.	   bovis	   BCG	   crecidas	   en	   condiciones	   de	   hipoxia	   después	   de	   aplicar	   por	   100	   segundos	   un	   voltaje	   de	  
0,350	  V	   (vs.	  SCE)	  durante	  100	  segundos.	  Cada	  curva	   representa	  un	   intervalo	  de	   tiempo	  en	  horas	  en	  el	  
que	  se	  llevó	  a	  cabo	  el	  experimento.	  0	  h	  (♦),	  24	  h	  (X),	  48	  h	  (I),	  72	  h	  (▲),	  96	  h	  (línea	  contínua),	  120	  h	  (-­‐-­‐-­‐),	  
144	   h	   (■),	   168	   h	   (—),	   192	   h	   (-­‐),	   DCIP	   sin	   bacterias	   (●)	   y	   bacterias	  muertas	   (+).	  Mediador	   redox:	   2,6-­‐
diclorofenol	  indofenol	  (DCIP);	  electrolito:	  buffer	  citrato-­‐fosfato	  (pH	  7.0).	  
	  
Los	   valores	   obtenidos	   de	   Iss	   y	   kd	   para	   el	   DCIP	   sin	   bacterias	   y	   de	   micobacterias	   muertas	   fueron	  
significativamente	  más	  bajos	  que	  las	  bacterias	  viables,	  este	  hecho	  se	  refleja	  en	  que	  el	  valor	  de	  corriente	  
estacionaria	  obtenido	   fue	  mucho	  más	  bajo	  que	  para	   las	  bacterias	  cultivadas	  y	   la	  caída	  de	  potencial	  no	  
fue	  pronunciada	  (figuras	  24	  y	  25).	  
	  
La	  actividad	  metabolica	  de	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  mc2155	  fue	  monitoreada	  durante	  
10	  días,	  en	  este	  periodo	  se	  detectaron	  corrientes	  estacionarias	  y	  caídas	  de	  potencial	  significativamente	  
más	  grandes	  que	  los	  controles	  o	  blancos	  (DCIP	  y	  bacterias	  muertas)	  en	  el	  electrodo	  de	  trabajo,	  lo	  cual	  se	  
relaciona	   con	   el	   nivel	   de	   transferencia	   de	   electrones	   hacia	   el	   DCIP	   y	   por	   tanto	   con	   la	   actividad	  
metabólica.	  En	  la	  figura	  26	  se	  comparan	  los	  valores	  de	  Iss	  obtenidos	  para	  las	  tres	  	  cepas	  de	  estudio	  en	  las	  
diferentes	  condiciones	  de	  crecimiento.	  Lo	  primero	  que	  se	  puede	  apreciar	  es	  que	  los	  cultivos	  estándar,	  en	  
hipoxia	  e	  inanición	  tienen	  un	  patrón	  cinético	  de	  corriente	  estacionaria	  diferente;	  Los	  valores	  de	  Iss	  de	  las	  
células	  hipóxicas	  fueron	  siempre	  más	  bajos	  que	  aquellos	  obtenidos	  para	  las	  células	  crecidas	  en	  aireación.	  
La	  diferencia	  más	  notoria	  en	  estos	  valores	   fue	  observada	  a	   las	  96	  horas	   (4	  días)	  para	  Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  
bovis	  BCG	  y	  72	  horas	  (3	  días)	  para	  M.	  smegmatis	  mc2155.	  La	  disminución	  de	   Iss	  de	  bacterias	  en	  hipoxia	  
fue	   acorde	   con	   la	   pérdida	   de	   coloración	   del	   medio	   control	   con	   azul	   de	   metileno,	   lo	   cual	   indica	  
agotamiento	   de	   oxígeno.	   Por	   el	   contrario,	   los	   valores	   de	   Iss	   de	   células	   en	   inanición	   fueron	  
considerablemente	   altos	   en	   las	   primeras	   horas	   de	   incubación,	   el	   comportamiento	   y	   el	   orden	   de	  
magnitud	  de	  los	  valores	  de	  corriente	  estacionaria	  de	  las	  horas	  siguientes	  se	  asemejó	  al	  mostrado	  por	  las	  
bacterias	  en	  hipoxia.	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Figura	  26.	  Valores	  de	  corrientes	  estacionarias	  Iss	  en	  función	  del	  tiempo	  de	  incubación.	  Mtb	  H37Ra	  (A),	  M.	  
bovis	   BCG	   (B)	   y	   M.	   smegmatis	   mc2155	   (C)	   en	   diferentes	   condiciones	   de	   crecimiento:	   hipoxia	   (●),	  
inanición	  (■)	  y	  cultivo	  estándar	  (▲).	  Las	  corrientes	  estacionarias	  fueron	  calculadas	  usando	  las	  ecuaciones	  
6	  y	  7	  a	  partir	  de	  los	  datos	  de	  la	  figura	  22.	  	  
	  
	  
Los	   experimentos	   de	   cronopotenciometría	   corroboran	   el	   comportamiento	   observado	   en	  
cronoamperometría,	  las	  caídas	  de	  potencial	  generadas	  y	  por	  tanto	  los	  valores	  de	  kd	  calculados	  muestran	  
una	   cinética	   diferencial	   para	   cada	   forma	   de	   crecimiento.	   La	   figura	   27	   muestra	   que	   las	   micobacterias	  
crecidas	   en	   condiciones	   estándar	   tienen	   un	   valor	   más	   alto	   de	   kd	   que	   las	   bacterias	   en	   hipoxia	   y	   en	  
inanición.	   Respecto	   a	   los	   cultivos	   en	   inanición	   es	  muy	   notoria	   la	   actividad	  metabólica	   en	   las	   primeras	  
horas	  de	  incubación,	  inclusive,	  mayor	  que	  los	  otros	  dos	  estados	  de	  cultivo.	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Figura	  27.	  Perfiles	  de	  kd	  versus	  el	  tiempo	  de	  incubación.	  Mtb	  H37Ra	  (A),	  M.	  bovis	  BCG	  (B)	  y	  M.	  smegmatis	  
mc2155	  (C)	  en	  diferentes	  condiciones	  de	  crecimiento:	  hipoxia	  (●),	  inanición	  (■)	  y	  cultivo	  estándar	  (▲).	  La	  
constante	  cinética	  kd	  fue	  calculada	  usando	  la	  ecuación	  8	  y	  los	  datos	  mostrados	  en	  la	  figura	  23.	  
	  
	  
8.3 Caracterización	  bioquímica	  de	  bacterias	  cultivadas	  en	  estrés	  
	  
La	   adaptación	   de	   las	   micobacterias	   a	   la	   hipoxia	   e	   inanición	   fue	   corroborada	   mediante	   pruebas	  
bioquímicas.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  tabla	  4	  y	  en	  la	  figura	  28,	  la	  actividad	  catalasa	  y	  ureasa	  disminuyó	  en	  
las	   cepas	  Mtb	   H37Ra	   y	  M.	  bovis	  BCG	  hipóxicas	  mientras	   su	   actividad	  nitrato	   reductasa	   se	   incrementó	  
bajo	  esta	  condición.	  En	  inanición	  se	  evidenció	  un	  ligero	  incremento	  de	  la	  actividad	  nitrato	  reductasa	  en	  
Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  smegmatis.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  Resultados	  
68	  
	  
Tabla	   4.	   Resultados	   cualitativos	   de	   pruebas	   bioquímicas	   en	   micobacterias	   crecidas	   en	   diferentes	  
condiciones	  
Prueba	  
bioquímica	  
Cepas	  
Mtb	  H37Ra	   M.	  bovis	  BCG	   M.	  smegmatis	  mc2155	  
Estándar	   Hipoxia	   Inanición	   Estándar	   Hipoxia	   Inanición	   Estándar	   Hipoxia	   Inanición	  
Catalasa	   +/-­‐	   -­‐	   +/-­‐	   +	   -­‐	   +	   +	   -­‐	   +	  
Nitrato	  
reductasa	  
-­‐	   +	   +/-­‐	   -­‐	   +	   -­‐	   -­‐	   +	   +/-­‐	  
Ureasa	   +	   -­‐	   ND	   +	   -­‐	   ND	   +	   -­‐	   ND	  
+:	  Prueba	  positiva,	  -­‐:	  Prueba	  negativa,	  +/-­‐:	  Prueba	  no	  completamente	  positiva,	  ND:	  no	  determinada.	  	  
	  
	  
	   Prueba	  Catalasa	   Prueba	  nitrato	  reductasa	   Prueba	  Ureasa	  
Mtb	  H37Ra	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
M.	  bovis	  BCG	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
M.	  smegmatis	  mc2155	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  28.	  Fotografías	  de	  pruebas	  bioquímicas	  realizadas	  para	  Mtb	  H37Ra,	  M.	  bovis	  BCG	  y	  M.	  smegmatis	  
mc2155	  cultivadas	  en	  condiciones	  estándar,	  hipoxia	  e	   inanición.	  De	  izquierda	  a	  derecha	  el	  orden	  de	  los	  
tubos	  en	  cada	  fotografía	  es	  el	  siguiente:	  1)	  cultivo	  estándar,	  2)	  hipoxia	  y	  3)	  cultivo	  en	  inanición.	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8.4 Aislamiento	  de	  RNA	  total	  de	  Mtb	  H37Rv	  	  
	  
Se	  realizó	  la	  extracción	  de	  RNA	  total	  de	  Mtb	  H37Rv	  cultivado	  en	  condiciones	  estándar	  (fase	  logarítmica	  y	  
estacionaria)	  y	  en	  estados	  de	  latencia	  in	  vitro	  NRP1	  y	  NRP2.	  La	  integridad	  del	  RNA	  se	  comprobó	  mediante	  
el	  análisis	  de	  1	  µl	  de	   la	  muestra	  de	  RNA	  en	  el	  bioanalizador	  Agilent.	  La	  calidad	  del	  RNA	  extraído	  en	  los	  
diferentes	  lotes	  de	  experimentos	  fue	  adecuada	  para	  el	  análisis	  de	  qRT-­‐PCR	  ya	  que	  se	  evidencian	  clara	  e	  
intensamente	  los	  rRNA	  16S	  y	  23S	  en	  todas	  las	  muestras	  (figura	  29).	  	  
	  
	  
Figura	  29.	  Electroferograma	  del	  RNA	  total	  de	  Mtb	  H37Rv.	  Se	  utilizó	  el	  “Chip”	  Prokaryote	  RNA	  Nano	  de	  
Agilent	  Technology.	  El	  RNA	  fue	  obtenido	  a	  partir	  de	  bacterias	  cultivadas	  en	  condiciones	  estándar	  hasta	  
fase	  logarítmica	  y	  estacionaria	  y	  en	  condiciones	  de	  hipoxia	  in	  vitro	  (estados	  NRP1	  y	  NRP2).	  
	  
Se	  comprobó	  la	  ausencia	  de	  DNA	  genómico	  en	  todas	  las	  muestras	  de	  RNA	  extraídas	  mediante	  el	  análisis	  
por	  qPCR	  de	  las	  mismas	  utilizando	  cebadores	  específicos	  para	  el	  gen	  codificante	  de	  la	  proteína	  ribosomal	  
rsp12,	  como	  control	  positivo	  se	  utilizó	  DNA	  de	  Mtb	  y	  como	  control	  negativo	  se	  utilzó	  agua	  DEPC.	  En	  las	  
muestras	  de	  RNA	  no	  se	  evidenció	  amplificación	  ni	  fluorescencia	  significativa	  respecto	  al	  control	  positivo,	  
los	  valores	  de	   fluorescencia	   fueron	  similares	  al	  control	  negativo;	  esto	  confirmó	  que	  el	  RNA	  aislado	  era	  
óptimo	  para	  hacer	  los	  ensayos	  siguientes	  de	  cuantificación	  transcripcional.	  
	  
8.5 Aislamiento	  de	  DNA	  genómico	  de	  Mtb	  H37Rv	  
	  
La	   figura	  30	  se	  muestra	  que	  el	  DNA	  de	  Mtb	  H37Rv	  aislado	  presentó	   la	  calidad	  y	  cantidades	  adecuadas	  
para	   la	   elaboración	   de	   curvas	   de	   calibración	   de	   qPCR;	   en	   el	   gel	   se	   evidencia	   que	   la	   banda	   está	   a	   una	  
altura	   considerable	   respecto	   al	   marcador	   de	   peso	   molecular	   de	   mayor	   valor	   y	   además	   tiene	   una	  
intensidad	  significativamente	  grande.	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Figura	  30.	  Electroferograma	  del	  DNA	  genómico	  de	  	  Mtb	  H37Rv,	  Primer	  carril:	  marcador	  de	  peso	  
molecular,	  carríl	  2:	  DNA	  genómico	  de	  Mtb.	  
	  
8.6 Especificidad	  de	  cebadores	  diseñados	  para	  qPCR5	  
	  
La	   especificidad	   de	   los	   cebadores	   diseñados	   y	   descritos	   en	   la	   tabla	   3	   se	   comprobó	   mediante	   PCR	  
convencional	  utilizando	  como	  molde	  DNA	  de	  Mtb	  previamente	  extraído.	  Como	  se	  observa	  en	   la	   figura	  
anexa,	  el	  tamaño	  de	  los	  diferentes	  amplímeros	  de	  los	  genes	  de	  estudio	  corresponden	  a	  los	  tamaños	  de	  
banda	  esperados	  (Ver	  figura	  A1,	  material	  anexo	  A).	  	  	  
	  
8.7 Curvas	  de	  calibración	  de	  las	  qPCR	  y	  estandarización	  de	  condiciones	  de	  reacción.	  
	  
Una	  vez	  se	  aíslo	  el	  DNA	  genómico	  de	  Mtb,	  se	  calculó	   la	  cantidad	  de	  genomas	  presentes	  en	   la	  muestra	  
por	  medio	  del	  siguiente	  cálculo:	  
	  
1) Peso	  molecular	  del	  genoma	  de	  Mtb:	  	  
PMgenoma=(Tamaño	  del	  genoma,	  pb)*(peso	  promedio	  de	  1	  pb).	  
PMgenoma=(4’411.529	  pb)*(650	  Da)=2.867’493.830	  Da	  
	  
2) Peso	  en	  el	  cual	  se	  encuentran	  107	  genomas	  de	  Mtb	  
2.867’493.830	  Da→6,022	  x	  1023	  genomas	  (Avogadro)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  X	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  →	  107	  genomas	  
X	  =	  4,76	  x	  10-­‐8	  g	  ó	  0,0476	  µg	  
	  
3) La	  concentración	  de	  DNA	  encontrada	  fue	  de	  0,85	  µg/µl,	  es	  decir,	  hay	  1.78	  x	  108	  	  genomas/µl.	  
4) 	  A	   partir	   de	   esta	   concentración	   se	   hicieron	   las	   diluciones	   apropiadas	   para	   las	   curvas	   de	  
calibración.	  Las	  diluciones	  manejadas	  fueron	  106,	  105,	  104	  y	  103	  genomas/µl.	  
	  
Utilizando	  las	  diferentes	  diluciones	  del	  DNA	  de	  Mtb,	  se	  estandarizaron	  las	  condiciones	  de	  reacción	  para	  
obtener	  eficiencias	  cercanas	  a	  2	  y	  especificidad	  en	  las	  curvas	  de	  melting	  para	  todos	  los	  genes	  de	  estudio.	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La	   tabla	   5	   muestra	   las	   condiciones	   de	   reacción	   qPCR	   establecidas	   para	   todos	   los	   genes	   y	   la	   tabla	   6	  
describe	   las	   eficiencias	   de	   reacción	   conseguidas.	   En	   el	   material	   anexo	   B	   se	   encuentran	   las	   imágenes	  
correspondientes	  a	  las	  curvas	  de	  amplificación,	  curvas	  de	  melting	  y	  rectas	  de	  calibración	  para	  cada	  uno	  
de	  los	  genes	  analizados.	  
	  
Tabla	  5.	  Programa	  de	  Amplificación	  estandarizado	  para	  los	  genes	  estudiados	  por	  qPCR	  
Gen	  
[Mg++]	  
(mM)	  
Ciclos	  
T	  anillamiento	  
(°C)	  
Pre-­‐
incubación	  
Desnaturalización	  (s)	  
Anillamiento	  
(s)	  
Extensión	  
(s)	  
Curvas	  	  
melting	  
Enfriamiento	  
sigA,	  phoP,	  
papA1,	  
papA2,	  
papA3,	  pks2,	  
pks3,	  
mmpl8,	  
mmpl10	  
3	   38	   58	  
95°C,	  5	  
minutos	  
10	   10	   15	  
95	  °C,	  
0.1°C/s	  
37°C,	  20	  s	  
pks4	   4	   40	   52	   15	   15	   15	  
rrs	  (16S)115	   4	   35	   62	   8	   8	   8	  
	  
Tabla	  6.	  Eficiencias	  de	  reacción	  para	  los	  genes	  de	  estudio	  
Gen	   Eficiencia	  
sigA	   1.982	  
pks2	   2.002	  
papA1	   1.980	  
papA2	   2.047	  
mmpl8	   1.980	  
pks3	   2.057	  
pks4	   2.010	  
papA3	   1.964	  
mmpl10	   1.960	  
phoP	   1.989	  
	  
8.8 Cuantificación	  de	  la	  transcripción	  de	  genes	  involucrados	  en	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  DAT/PAT	  de	  Mtb	  en	  
condiciones	  estándar	  e	  hipoxia.	  	  
	  
En	  este	  trabajo	  se	  probaron	  los	  normalizadores	  rrs	  y	  sigA.	  Como	  se	  muestra	  en	  las	  figuras	  31	  y	  32,	  ambos	  
normalizadores	  mostraron	  altos	  valores	  de	  copias/µg	  de	  RNA	  en	  el	  modelo	  de	  hipoxia	  in	  vitro;	  en	  el	  caso	  
de	  rrs	  la	  expresión	  estuvo	  en	  el	  orden	  108	  copias	  y	  para	  sigA	  la	  transcripción	  estuvo	  en	  el	  orden	  de	  106.	  
Estadísticamente	  no	  hubo	  diferencias	   significativas	  entre	   la	   fase	   logarítmica,	  estacionaria	  y	   los	  estados	  
de	  persistencia	  no	  replicativa	  1	  y	  2	  en	   los	  dos	   lotes	  de	  experimentos.	  Bajo	  estas	  circunstancias	   los	  dos	  
genes	   fueron	  aptos	  para	  normalizar	   los	  valores	  de	   transcripción	  de	   los	  genes	  de	  estudio,	  no	  obstante,	  
dado	  que	  la	  transcripción	  de	  sigA	  estuvo	  en	  un	  orden	  de	  magnitud	  más	  cercano	  a	  la	  transcripción	  de	  los	  
genes	  de	  interés,	  éste	  mismo	  gen	  fue	  escogido	  como	  normalizador.	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Figura	   31.	   Expresión	   genética	   absoluta	   del	   gen	   normalizador	   rrs	   (16S	   rRNA)	   de	  Mtb	   H37Rv	   en	   dos	  
experimentos	  independientes	  del	  modelo	  de	  latencia	  in	  vitro	  de	  Wayne.	  
	  
Figura	   32.	   Expresión	   genética	   absoluta	   del	   normalizador	   sigA	   de	   Mtb	   H37Rv	   en	   dos	   experimentos	  
independientes	  del	  modelo	  de	  latencia	  in	  vitro	  de	  Wayne.	  	  
En	  el	  caso	  de	  los	  genes	  relacionados	  con	  la	  biosíntesis	  de	  SL,	  en	  cultivos	  estándar	  se	  evidenció	  que	  tanto	  
en	  fase	  logarítmica	  como	  en	  la	  estacionaria	  hay	  una	  expresión	  basal	  y	  estadísticamente	  similar	  de	  todos	  
los	   genes.	   Cuando	   la	  micobacteria	   es	   sometida	   a	   baja	   tensión	   de	   oxígeno,	   la	   transcripción	   de	  pks2	   y	  
papA1	   aumenta	   respecto	   a	   los	   demás	   genes	   hasta	   duplicarse	   en	   el	   estado	   NRP1.	   En	   el	   estado	   de	  
anaerobiosis	   (NRP2)	  hay	  una	   fuerte	   inducción	  de	  pks2	  principalmente,	   también	  hay	  sobreexpresión	  de	  
papA1	  y	  papA2	  solo	  que	  en	  menor	  grado,	  de	  la	  misma	  forma	  se	  evidencia	  que	  el	  transportador	  mmpl8	  
disminuye	   su	   expresión	   drásticamente	   unas	   8000	   veces	   comparando	   con	   fase	   logarítmica	   (figura	   33).	  
Tomando	   como	   punto	   de	   comparación	   la	   expresión	   de	   los	   genes	   en	   la	   fase	   logarítmica	   del	   cultivo	  
estandar,	   la	   figura	   34	   muestra	   la	   expresión	   relativa	   de	   las	   demás	   fases	   de	   crecimiento	   y	   cultivo	  
estudiadas.	  En	  el	  estado	  NRP2	  la	  transcripción	  de	  los	  genes	  mencionados	  aumenta	  entre	  7	  y	  10	  veces,	  un	  
comportamiento	  que	  se	  empieza	  a	  evidenciar	  desde	  el	  estado	  NRP1,	  mientras	  que	  el	  transportador	  tiene	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un	  valor	   supremamente	  bajo	  en	  NRP2	  dado	  que	   su	  expresión	   fue	   significativamente	  más	  baja	  que	   los	  
demás	  genes	   (figura	  34,	   tabla	  7).	  Dado	  que	  en	   los	  dos	   lotes	  de	  experimentos	  el	   número	  de	   copias	  de	  
cada	  gen	  cuantificadas	  fue	  estadísticamente	  similar,	  los	  valores	  de	  cada	  gen	  fueron	  promediados	  entre	  sí	  
(figura	  34).	  
	  
Figura	  33.	  Expresión	  genética	  normalizada	  de	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  en	  el	  modelo	  de	  
hipoxia	  in	  vitro	  de	  Wayne.	  	  
	  
Figura	  34.	  Expresión	  relativa	  de	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  en	  modelo	  de	  hipoxia	  in	  vitro	  
de	  Wayne.	   La	  expresión	   relativa	   se	  basó	  en	   los	  valores	  de	  expresión	  normalizada	  obtenidos	  en	   la	   fase	  
logarítmica,	   por	   lo	  que	  el	   número	  1	  en	  el	   eje	  de	   las	   abscisas	   corresponde	  a	   la	   expresión	  durante	   fase	  
logarítmica	   mientras	   que	   los	   números	   enteros	   representan	   sobre-­‐expresión	   genética	   y	   los	   decimales	  
disminución	  en	  la	  expresión.	  
Los	  genes	  involucrados	  con	  la	  biosíntesis	  de	  DAT/PAT	  mostraron	  un	  comportamiento	  similar	  a	  los	  genes	  
de	  SL;	  en	   las	   fases	   logarítmica	  y	  estacionaria	   se	  evidenció	  una	  expresión	  basal	  baja	  y	  estadísticamente	  
similar.	   Por	   otra	   parte,	   cuando	   el	   bacilo	   se	   enfrenta	   a	   bajas	   tensiones	   de	   oxígeno	   (estado	   NRP1),	   la	  
transcripción	   de	  papA3	   se	   incrementa	   hasta	   dos	   veces	  más	   y	   la	   expresión	   del	   transportador	  mmpl10	  
disminuye	  hasta	  cuatro	  veces.	  En	  estado	  de	  anaerobiosis	  (NRP2)	  se	  evidencia	  un	  incremento	  significativo	  
y	  destacado	  de	  los	  genes	  pks3/4	  (figura	  35).	  La	  expresión	  relativa	  respecto	  a	  los	  valores	  de	  transcripción	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de	   la	   fase	   logarítmica	  muestra	  que	   la	   tasa	   transcripcional	  de	  pks3/4	   aumenta	  entre	  10	  y	  11	  veces	  y	  el	  
transportador	   disminuye	   4	   veces	   (figura	   36,	   tabla	   7).	   Dado	   que	   en	   los	   dos	   lotes	   de	   experimentos	   el	  
número	  de	  copias	  de	  cada	  gen	  cuantificadas	  fue	  estadísticamente	  similar,	  los	  valores	  de	  cada	  gen	  fueron	  
promediados	  entre	  sí	  (figura	  36).	  
	  
Figura	   35.	   Expresión	   genética	   normalizada	   de	   genes	   involucrados	   en	   la	   biosíntesis	   de	   DAT/PAT	   en	   el	  
modelo	  de	  hipoxia	  in	  vitro	  de	  Wayne.	  
	  
Figura	  36.	  Expresión	  relativa	  de	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  DAT/PAT	  en	  modelo	  de	  hipoxia	  in	  
vitro	  de	  Wayne.	  La	  expresión	  relativa	  se	  basó	  en	   los	  valores	  de	  expresión	  normalizada	  obtenidos	  en	   la	  
fase	  logarítmica,	  por	  lo	  que	  el	  número	  1	  en	  el	  eje	  de	  las	  abscisas	  corresponde	  a	  la	  expresión	  durante	  fase	  
logarítmica	   mientras	   que	   los	   números	   enteros	   representan	   sobre-­‐expresión	   genética	   y	   los	   decimales	  
disminución	  en	  la	  expresión.	  
Los	  valores	  de	  transcripción	  del	  gen	  phoP	  que	  muestran	   las	  gráficas	  33	  y	  35	  corresponden	  a	  un	  mismo	  
resultado,	  se	  ubicaron	  en	  ambas	  gráficas	  para	  efectos	  comparativos.	  Se	  observa	  que	  en	  fase	  logarítmica	  
y	   estacionaria	   hay	   una	   transcripción	   basal	   de	   phoP,	   cuando	   hay	   agotamiento	   de	   oxígeno	   se	   vuelve	  
relevante	   su	   transcripción	   aumentando	   hasta	   10	   veces	   más	   respecto	   a	   la	   fase	   logarítmica	   en	   estado	  
NRP2	  (ver	  también	  figuras	  34	  y	  36	  donde	  los	  valores	  de	  expresión	  relativa	  de	  phoP	  son	  los	  mismos).	  En	  el	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material	  anexo	  No.	  2	  se	  encuentran	  los	  valores	  de	  expresión	  normalizada	  de	  todos	  los	  genes	  de	  estudio	  
de	  los	  dos	  lotes	  experimentales	  utilizados.	  	  
	  
Tabla	  7.	  Transcripción	  genética	  relativa	  tomando	  como	  base	  los	  valores	  obtenidos	  en	  fase	  logarítmica	  
 PAT SL 
Condiciones/genes phoP pks3 pks4 mmpl10 papA3 pks2 papA1 papA2 mmpl8 
F.	  Estacionaria -­‐1.84 +1.82 +1.34 -­‐3.63 -­‐2.28 -­‐1.45 +3.21 +3.75 -­‐1.37 
NRP	  1 +1.57 +1.22 1 -­‐4.78 +2.35 +1.81 +5.91 +2.30 -­‐3.33 
NRP2 +9.37 +10.5 +11.6 -­‐2.25 -­‐2.08 +19 +17 +7.54 -­‐8830 
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9. DISCUSIÓN	  
	  
Mtb,	  agente	  etiológico	  de	  la	  TB,	  es	  el	  patógeno	  bacteriano	  que	  causa	  el	  mayor	  número	  de	  muertes	  en	  el	  
mundo,	   dicho	   panorama	   se	   refleja	   en	   los	   numerosos	   casos	   que	   se	   reportan	   cada	   año	   sobre	   esta	  
enfermedad	  [1].	  Con	  el	  surgimiento	  de	  la	  vacuna	  BCG	  se	  pensó	  que	  la	  TB	  podría	  ser	  erradicada,	  pero	  el	  
número	   actual	   de	   brotes	   de	   TB	  muestran	   el	   comportamiento	   contrario.	   Algunos	   de	   los	   factores	   más	  
importantes	   que	   se	   discuten	   sobre	   la	   epidemiología	   de	   la	   TB	   son	   la	   multirresistencia	   del	   bacilo	  
tuberculoso,	  que	  no	  responde	  a	  tratamientos	  farmacológicos	  de	  primera	  línea,	  co-­‐infecciones	  con	  VIH	  –	  
SIDA	   y	   la	   capacidad	   de	   la	  micobacteria	   de	   sobrevivir	   en	   individuos	   infectados	   por	   décadas	   sin	   causar	  
manifestaciones	  clínicas	  en	  un	  estado	  clínico	  conocido	  como	  TB	  latente,	  en	  el	  cual,	  el	  sistema	  inmune	  es	  
capaz	  de	   controlar	   la	  proliferación	  del	  bacilo	  mas	  no	  de	  eliminarlo.	  Un	   tercio	  de	   la	  población	  mundial	  
tiene	  infección	  tuberculosa	  latente	  que	  según	  la	  OMS,	  se	  puede	  presentar	  reactivación	  hasta	  en	  un	  10%	  
de	  dicha	  población	  [1,121,122].	  
Dado	   el	   panorama	   anteriormente	  mencionado,	   es	   de	   gran	   relevancia	   estudiar	   los	   diferentes	   aspectos	  
fisiológicos	   de	   Mtb	   latente	   con	   el	   fin	   de	   encontrar	   dianas	   terapéuticas	   que	   permitan	   el	   diseño	   de	  
fármacos	  nuevos	  y	  efectivos.	  En	  este	  sentido,	  existen	  diversos	  modelos	  experimentales	  que	  permiten	  el	  
estudio	   de	  Mtb	   latente	   y	   que	   intentan	   reflejar	   el	   ambiente	   hostil	   que	   la	  micobacteria	   enfrenta	   en	   los	  
granulomas:	   falta	   de	   nutrientes,	   cambios	   bruscos	   en	   el	   pH,	   baja	   tensión	   de	   oxígeno,	   entre	   otros	  
[96,99,123].	  Dichos	  ambientes	  inducen	  la	  expresión	  de	  múltiples	  genes	  (factores	  de	  respuesta	  a	  hipoxia,	  
estrés,	  ciclo	  celular,	  reguladores	  transcripcionales	  de	  dos	  componentes	  como	  dosR/S,	  etc.)	  y	  la	  supresión	  
en	  la	  expresión	  de	  otros.	  De	  esta	  forma,	  la	  micobacteria	  muestra	  diversos	  cambios	  a	  nivel	  metabólico	  y	  
fisiológico;	  una	  prueba	  de	  ello	  es	  que	  los	  bacilos	  latentes	  detectados	  en	  granulomas	  pierden	  su	  carácter	  
de	  ácido	  alcohol	  resistencia	  por	  lo	  que	  no	  se	  pueden	  observar	  por	  microscopía	  convencional	  [3,50,51].	  El	  
modelo	  de	   latencia	   in	   vitro	   de	  Wayne	  utilizado	  en	  este	   trabajo,	   sirve	  para	  estudiar	   la	  micobacteria	  en	  
estado	   de	   hipoxia,	   dicho	   modelo	   se	   caracteriza	   por	   tener	   dos	   estados	   principales,	   un	   estado	   de	  
persistencia	  no	  replicativa	  1	   (NRP1)	  y	  un	  NRP2	  o	  estado	  de	  anaerobiosis	   [96].	  Aunque	  este	  modelo	  no	  
asemeja	  completamente	  las	  condiciones	  del	  bacilo	  dentro	  del	  granuloma,	  es	  ampliamente	  aceptado	  por	  
los	  resultados	  que	  ha	  mostrado	  y	  por	  la	  sencillez	  experimental	  del	  mismo.	  La	  cinética	  de	  crecimiento	  de	  
Mtb	   en	   el	  modelo	   de	   hipoxia	   es	   similar	   a	   lo	   que	   sucede	   en	   el	   estado	   latente	   de	  modelos	   in	   vivo:	   un	  
crecimiento	   exponencial	   seguido	   de	   una	   fase	   estacionaria	   prolongada	   caracterizada	   por	   un	   número	  
constante	   de	   bacilos	   (efecto	   bacteriostático	   generado	   por	   la	   hipoxia)	   que	   mantienen	   una	   actividad	  
metabólica	  disminuida,	  como	  se	  ha	  demostrado	  mediante	  técnicas	  electroquímicas	  en	  este	  trabajo.	  
En	   un	   trabajo	   previo	   [96],	   Bermudez	   y	   colaboradores	   (2008)	   mostraron	   que	   utilizando	   el	   modelo	   de	  
hipoxia	  existen	  cambios	  a	  nivel	  de	   la	  envoltura	  celular	  de	  Mtb;	  cuando	  estos	   investigadores	  analizaron	  
glicolípidos	   extraídos	   de	  micobacterias	   crecidas	   en	   aireación	   y	   en	  hipoxia	   (NRP2),	   se	   encontró	  que	   los	  
bacilos	   en	  hipoxia	   carecían	  de	   sulfolípidos	   (SL)	   pero	  había	   una	   aparente	   acumulación	  de	  un	  precursor	  
desconocido;	   por	   otro	   lado,	   había	   un	   aumento	   o	   acumulación	   de	   diaciltrehalosas	   (DAT).	   Dichos	  
resultados	  sugieren	  que	  en	  la	  micobacteria	  latente	  existen	  cambios	  en	  la	  composición	  de	  aciltrehalosas	  y	  
por	  tanto	  en	  la	  pared	  celular;	  así,	  se	  suponen	  también	  cambios	  en	  la	  interacción	  hospedero	  –	  patógeno	  
que	   desencadenan	   en	   una	   posible	   disminución	   de	   la	   virulencia	   del	   bacilo;	   esto	   último	   si	   se	   toma	   en	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cuenta	   que	   algunos	   ácidos	   grasos	   multiramificados	   y	   demás	   glicolípidos	   derivados	   de	   la	   trehalosa	  
presentes	  en	  la	  pared	  de	  Mtb	  se	  consideran	  factores	  de	  virulencia.	  Dado	  que	  experimentalmente	  es	  muy	  
complicado	  el	  extraer	  y	  cuantificar	  glicolípidos	  de	  micobacterias	  a	  partir	  de	  lesiones	  tuberculosas,	  por	  las	  
cantidades	   considerables	   que	   se	   requiere	   de	   bacterias	   y	   porque	   resulta	   muy	   complicado	   extraer	  
cantidades	  significativas	  de	  dichas	  sustancias	  para	  su	  análisis	  a	  partir	  de	  las	  lesiones	  granulomatosas,	  en	  
el	   presente	   trabajo	   se	   analizaron	   dichos	   cambios	   fenotípicos	   desde	   un	   punto	   de	   vista	   genotípico,	   es	  
decir,	   cuantificación	   mediante	   qRT-­‐PCR	   del	   nivel	   de	   transcripción	   de	   los	   genes	   que	   codifican	   para	   la	  
biosíntesis	  de	  estos	  cuerpos	  lipídicos.	  Para	  tal	  fin,	  se	  utilizó	  RNA	  extraído	  de	  Mtb	  H37Rv	  cultivada	  bajo	  el	  
modelo	  de	  hipoxia	  de	  Wayne	  buscando	   simular	  bacterias	   latentes	  y	  condiciones	   similares	  a	   los	  que	  se	  
pueden	  encontrar	  en	  el	  granuloma	  durante	  la	  infección	  en	  humanos.	  	  
Dado	  que	  en	  el	  modelo	  in	  vitro	  de	  Wayne	  no	  se	  establece	  ningún	  tipo	  de	  interacción	  de	  la	  micobacteria	  
latente	  con	  algún	  tipo	  de	  hospedero,	  el	  modelo	  se	  enfatiza	  en	   la	  transcripción	  de	   los	  genes	  de	  estudio	  
como	  consecuencia	  de	  un	  estado	  metabólico	  inducido	  sobre	  la	  micobacteria.	  Esto	  se	  correlaciona	  con	  el	  
cambio	   transcripcional	   de	   uno	   o	   varios	   genes	   y	   lo	   ya	   reportado	   sobre	   la	   variación	   fenotípica	   de	   los	  
glicolípidos.	  
9.1 Medidas	  indirectas	  de	  actividad	  metabólica	  y	  pruebas	  bioquímicas	  en	  micobacterias	  hipóxicas	  
El	   monitoreo	   continuo	   de	   la	   actividad	   metabólica	   de	   micobacterias	   no	   patogénicas	   y	   de	   rápido	  
crecimiento	   fue	   posible	   en	   este	   trabajo	   mediante	   el	   uso	   de	   técnicas	   electroquímicas	   de	   fácil	  
implementación	  y	  alta	  sensibilidad.	  Las	  diferencias	  en	  el	  metabolismo	  general	  de	  micobacterias	  crecidas	  
en	  condiciones	  de	  latencia	  in	  vitro	  fueron	  fácilmente	  observadas	  inclusive	  a	  las	  pocas	  horas	  de	  iniciada	  la	  
respuesta	  bacteriana	  al	  estrés	  y	  con	  bajas	  cantidades	  de	  bacterias	  recolectadas.	  	  
De	  acuerdo	  con	  los	  resultados	  de	  cronoamperometría	  y	  cronopotenciometría	  obtenidos	  en	  este	  trabajo,	  
Mtb	  H37Ra	   y	  M.	   bovis	   BCG	   cultivadas	   en	   hipoxia	   (con	   una	   viabilidad	   constante	   y	   reducida	   respecto	   a	  
bacterias	  en	  aireación)	  mostraron	  una	  caída	  dramática	  de	   la	  actividad	  metabólica	  después	  de	  96	  horas	  
de	   incubación	   a	   bajas	   tensiones	   de	   oxígeno.	   Se	   ha	   reportado	   que	  Mtb	   solo	   necesita	   cuatro	   días	   (96	  
horas)	   para	   activar	   importantes	   genes	   involucrados	   en	   la	   respuesta	   micobacteriana	   a	   la	   hipoxia	  
(Enduring	   Hypoxic	   Response	   –	   EHR).	   Esta	   respuesta	   incluye	   la	   regulación	   negativa	   de	   diversos	   genes	  
involucrados	  en	  el	  metabolismo	  celular	  general,	  biosíntesis	  de	  lípidos	  de	  envoltura,	  adaptación	  al	  estrés	  
reductivo,	  entre	  otros;	  de	  esta	  forma,	  el	  comportamiento	  observado	  con	  las	  técnicas	  electroquímicas	  fue	  
completamente	   acorde	   con	   la	   regulación	   génica	   generada	   por	   EHR	   [124].	   El	   comportamiento	  
anteriormente	  descrito	  (EHR)	  puede	  aplicarse	  igualmente	  a	  M.	  smegmatis	  mc2155,	  al	  ser	  una	  bacteria	  de	  
rápido	  crecimiento,	  su	  adaptación	  a	  la	  hipoxia	  será	  más	  rápida	  que	  en	  caso	  de	  las	  cepas	  anteriores,	  por	  
tal	  razón	  se	  detectó	  que	  a	  las	  72	  de	  incubación	  en	  hipoxia	  se	  aprecian	  las	  diferencias	  más	  significativas	  
de	  la	  actividad	  metabólica	  respecto	  a	  las	  células	  crecidas	  en	  aireación.	  
Un	  aspecto	  muy	  importante	  de	  las	  cinéticas	  obtenidas	  de	  micobacterias	  en	  hipoxia	  (figuras	  26	  y	  27),	  es	  
que	  en	  el	  transcurso	  del	  cultivo	  la	  micobacteria	  genera	  eventos	  de	  adaptación,	  es	  decir,	  en	  las	  primeras	  
horas	  de	  cultivo,	  existe	  una	  alta	  actividad	  metabólica	  que	  se	  puede	  relacionar	  con	  la	  “reorganización”	  y	  
regulación	   positiva	   de	   diversos	   procesos	   fisiológicos	   de	   supervivencia	   de	   las	   micobacterias.	   Dichos	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procesos	   desencadenarán	   en	   etapas	   posteriores	   de	   anaerobiosis	   en	   que	   las	   bacterias	   exhiben	  
mecanismos	  de	  supervivencia	  altamente	  eficientes	  con	  un	  reducido	  gasto	  de	  energía	  que	  se	  ve	  reflejado	  
en	   los	   reducidos	   niveles	   de	   transferencia	   electrónica	   al	   DCIP	   desde	   la	   cadena	   transportadora	   de	  
electrones.	  De	  esta	  forma,	  el	  uso	  de	  cepas	  no	  patogénicas	  de	  lento	  y	  rápido	  crecimiento	  como	  modelos	  
de	   Mtb	   persistente,	   son	   adecuados	   para	   mostrar	   que	   en	   el	   modelo	   de	   hipoxia	   de	   Wayne	   las	  
micobacterias	   se	   adaptan	   gradualmente	   a	   las	   bajas	   tensiones	   de	   oxígeno	   generando	   un	   estado	   de	  
dormancia,	  así,	  los	  análisis	  transcripcionales	  realizados	  en	  Mtb	  H37Rv	  de	  alguna	  manera	  garantizan	  que	  
en	   los	   estados	   NRP1	   y	   NRP2	   las	   micobacterias	   procesadas	   se	   encontraban	   en	   un	   estado	   durmiente;	  
estado	  apropiado	  para	  las	  condiciones	  de	  nuestro	  estudio.	  
Actualmente	  se	  sabe	  que	  las	  micobacterias	  que	  crecen	  bajo	  condiciones	  microaerofílicas	  o	  anaeróbicas	  
cambian	  su	  comportamiento	  bioquímico	  a	  comparación	  de	  las	  bacterias	  en	  crecimiento	  aeróbico,	  por	  lo	  
que	   los	   métodos	   electroquímicos	   aplicados	   en	   este	   trabajo	   están	   estrechamente	   relacionados	   con	   el	  
comportamiento	   bioquímico	   de	   las	   células	   en	   dormancia.	   En	   este	   sentido,	   las	   bacterias	   en	   hipoxia	  
prácticamente	   pierden	   la	   actividad	   catalasa,	   este	   comportamiento	   es	   debido	   a	   que	   en	   ausencia	   de	  
oxígeno	   las	  micobacterias	   optan	   por	   utilizar	   aceptores	   finales	   de	   electrones	   alternativos	   en	   la	   cadena	  
respiratoria	  [112].	  Por	  otro	  lado,	  la	  prueba	  ureasa	  fue	  negativa	  para	  las	  micobacterias	  hipóxicas	  después	  
de	   cinco	   días	   de	   cultivo	   lo	   que	   concuerda	   con	   el	   comportamiento	   electroquímico	   observado	  
(metabolismo	   reducido	   inducido	   por	   hipoxia)	   como	   consecuencia	   de	   la	   entrada	   en	   un	   estado	   NRP2	  
producto	   de	   la	   baja	   tensión	   de	   oxígeno.	   La	   actividad	   ureasa	   no	   es	   esencial	   para	   micobacterias	   no	  
patógenas,	  por	  tal	  razón,	   las	  bacterias	  utilizadas	  en	  este	  trabajo	  exhibieron	  disminución	  significativa	  de	  
esta	   prueba	   bioquímica	   en	   hipoxia;	   por	   el	   contrario,	   las	   cepas	   virulentas	   producen	   amoniaco	   para	  
impedir	   la	   maduración	   del	   complejo	   fagosomal	   por	   modulación	   del	   pH,	   así	   se	   considera	   la	   actividad	  
ureasa	  como	  factor	  de	  virulencia	  de	  Mtb	  latente	  [125].	  Por	  otra	  parte,	  Según	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  
este	  trabajo,	  la	  actividad	  nitrato	  reductasa	  positiva	  se	  hace	  dependiente	  de	  la	  disponibilidad	  de	  oxígeno	  
en	  el	  medio,	   así,	   las	  micobacterias	  hipóxicas	   aumentan	   su	   capacidad	  de	   reducir	   los	   iones	  nitrato,	   este	  
comportamiento	   es	   coherente	   con	   la	   actividad	   de	   las	   enzimas	   nitrato	   reductasas	   las	   cuales	   son	  
parcialmente	   inhibidas	   por	   la	   presencia	   de	   oxígeno	   en	   las	   células	   [116,126,127].	   Los	   hallazgos	  
encontrados,	  permiten	  afirmar	  que	  las	  micobacterias	  en	  hipoxia	  sustituyen	  el	  oxígeno	  como	  aceptor	  final	  
de	  electrones,	   el	   ión	  NO3-­‐	   al	   estar	  en	  grandes	   cantidades	  dentro	  de	   la	   célula	  es	  un	   fuerte	   candidato	  a	  
cumplir	  esta	   función	  aunque	  es	  de	  aclarar	  que	  este	  aceptor	  alterno	  en	   la	  bacteria	  no	  es	  muy	  eficiente	  
dada	  la	  comprobada	  actividad	  metabólica	  reducida	  en	  hipoxia.	  
La	  aplicación	  de	  las	  técnicas	  electroquímicas	  en	  el	  estudio	  de	  bacterias	  durmientes	  se	  complementó	  con	  
el	   estudio	   de	   bacterias	   en	   inanición,	   un	   estado	   en	   el	   que	   suponemos	   que	   la	   micobacteria	   carece	   de	  
nutrientes	  esenciales	  para	  su	  viabilidad,	  por	  tanto	  es	  de	  esperar	  cambios	  en	  el	  metabolismo	  general	  en	  
el	  proceso	  de	  su	  adaptación,	  los	  valores	  de	  Iss	  y	  kd	  mostraron	  una	  actividad	  metabólica	  significativamente	  
disminuida	   en	   Mtb	   H37Ra,	   M.	   Bovis	   BCG	   (lento	   crecimiento)	   y	   M.	   smegmatis	   mc2155	   (rápido	  
crecimiento),	   no	   obstante,	   las	   micobacterias	   mantuvieron	   su	   viabilidad.	   Dicho	   comportamiento	   es	  
acorde	  con	  estudios	  previos	  en	   los	  que	  se	  han	  detectado	  cambios	  en	  el	  metabolismo	  de	  micobacterias	  
cultivadas	   en	   inanición	   después	   de	   72	   horas	   de	   cultivo	   [97,99].	   El	   uso	   de	   las	   técnicas	   electroquímicas	  
mostró	  un	  resultado	  novedoso:	  las	  bacterias	  en	  inanición	  tienen	  un	  metabolismo	  bastante	  activo	  desde	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las	  primeras	  horas	  de	  incubación	  en	  dicho	  estado	  de	  estrés	  (inclusive	  más	  alto	  que	  bacterias	  en	  completa	  
aireación),	  una	  respuesta	  probablemente	  generada	  por	  la	  activación	  de	  funciones	  catabólicas	  alternas	  en	  
ausencia	   de	   nutrientes	   importantes.	   Al	   parecer,	   el	   oxígeno	   presente	   en	   esta	   forma	   de	   cultivo	   es	  
relevante	  en	  el	  metabolismo	  general	  gracias	  que	  las	  bacterias	  no	  pierden	  la	  función	  catalasa	  y	  así	  mismo	  
muestran	  que	  su	  actividad	  nitrato	  reductasa	  no	  es	  tan	  marcada	  como	  en	  el	  caso	  de	  bacterias	  hipóxicas,	  
es	   decir,	   las	   bacterias	   no	   utilizan	   los	   iones	   nitrato	   como	   aceptores	   finales	   de	   electrones	   en	   la	   cadena	  
respiratoria.	   La	   respuesta	  metabólica	  de	  M.	   smegmatis	   al	   comienzo	  de	   la	   inanición	  observada	  en	  este	  
trabajo,	  podría	  ser	  explicada	  por	  la	   implementación	  de	  mecanismos	  eficientes	  de	  obtención	  de	  energía	  
mediante	   la	   regulación	   positiva	   de	   proteínas	   de	   membrana	   como	   succinato	   deshidrogenasa,	   alanina	  
deshidrogenasa,	  prolina	  deshidrogenasa,	  entre	  otras,	  con	  el	  fin	  de	  proveer	  mayor	  cantidad	  de	  nutrientes	  
y	   poder	   reductivo	   a	   la	   cadena	   respiratoria	   de	   la	   bacteria	   en	   inanición,	   como	   ha	   sido	   reportado	  
recientemente	  [112].	  	  
Una	  gran	  conclusión	  acerca	  de	  los	  métodos	  electroquímicos	  utilizados	  en	  el	  presente	  trabajo,	  es	  que	  se	  
ha	   podido	   establecer	   una	   metodología	   fiable	   usando	   medidas	   de	   cronoamprerometría	   y	  
cronopotenciometría	   para	   la	   determinación	   de	   la	   actividad	   metabólica	   de	   micobacterias	   en	   cultivo,	  
especialmente	  de	  bacterias	  en	  estado	  durmiente	  (crecimiento	  en	  condiciones	  de	  estrés).	  
	  
9.2 Genes	  normalizadores	  y	  selección	  de	  parámetros	  para	  expresión	  relativa	  en	  la	  cuantificación	  de	  la	  
transcripción	  de	  genes	  mediante	  	  qRT-­‐PCR	  
Son	  varios	  los	  genes	  normalizadores	  reportados	  para	  micobacterias:	  aroB	  (codificante	  de	  3-­‐dihidrocinato	  
sintasa,	  involucrada	  en	  la	  biosíntesis	  de	  aminoácidos	  aromáticos)	  [128],	  la	  región	  promotora	  P1	  del	  gen	  
de	  rRNA16S	  (rrnA	  P1)	  [129],	  sigA	  (subunidad	  δA	  de	  la	  RNA	  polimerasa	  involucrada	  en	  la	  transcripción	  de	  
genes	  esenciales	  de	  Mtb)	  [130,131]	  y	  rrs	  (codifica	  para	  el	  rRNA	  16S)	  [130].	  Se	  ha	  reportado	  que	  los	  tres	  
primeros	  muestran	  variabilidad	  en	   la	  expresión	  al	   someter	   la	  micobacteria	  a	   condiciones	  de	  hipoxia,	  a	  
pesar	  de	  que	  hay	  algunos	  reportes	  sobre	  cambios	  en	  la	  transcripción	  de	  sigA	  en	  condiciones	  específicas	  
de	  estrés	  [130,131],	  los	  resultados	  que	  se	  muestran	  en	  el	  presente	  trabajo,	  reflejan	  que	  sigA	  es	  un	  buen	  
candidato	   ser	   utilizado	   como	   normalizador,	   pues	   entre	   cada	   uno	   de	   los	  modelos	   trabajados	   no	   hubo	  
diferencia	  estadística	  en	  los	  valores	  de	  copias/µg	  de	  RNA.	  La	  diferencia	  principal	  entre	  rrs	  y	  sigA	  es	  que	  
los	  valores	  de	  expresión	  de	  sigA	  son	  más	  bajos	  que	  el	  gen	  rrs	  en	  los	  experimentos.	  Dado	  que	  sigA	  mostró	  
mayor	  homogeneidad	  y	  cercanía	  en	  los	  valores	  de	  transcripción	  de	  los	  genes	  de	  estudio	  respecto	  a	  rrs	  en	  
todos	  los	  experimentos	  realizados,	  fue	  el	  gen	  escogido	  para	  hacer	  el	  proceso	  de	  normalización.	  
Para	   el	   análisis	   de	   los	   resultados	   a	   partir	   de	   la	   expresión	   relativa,	   se	   escogieron	   como	  parámetros	   de	  
comparación	  los	  valores	  de	  expresión	  de	  los	  genes	  de	  estudio	  en	  fase	  logarítmica	  (crecimiento	  aireado	  o	  
estándar),	   dicha	   fase	   fue	   escogida	   dado	   que	   es	   un	   punto	   en	   el	   cual	   existen	   condiciones	   fisiológicas	  
óptimas	   para	   el	   crecimiento	   de	   la	   micobacteria	   como	   son	   la	   amplia	   disponibilidad	   de	   nutrientes,	  
expresión	  de	  diversos	  factores	  de	  virulencia,	  entre	  otros.	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9.3 Niveles	   de	   transcripción	   de	   los	   genes	   involucrados	   en	   la	   biosíntesis	   de	   SL	   y	  	  
PAT	  en	  modelo	  de	  hipoxia	  de	  Wayne	  
Una	  vez	  realizada	   la	  extracción	  de	  RNA	  de	  cultivos	  crecidos	  en	  completa	  aireación	  en	   fase	   logarítmica,	  
estacionaria	   y	   bajo	   los	   estados	   NRP1	   y	   NRP2,	   el	   análisis	   de	   PCR	   en	   tiempo	   real	   mostró	   diferencias	  
relevantes	   en	   el	   perfil	   transcripcional	   de	   los	   genes	   pks2,	   papA1,	   papA2	   y	  mmpl8	   involucrados	   en	   la	  
biosíntesis	   de	   SL	   y	   de	   los	   genes	  pks3/4,	  papA3	   y	  mmpl10	   relacionados	   con	   la	   biosíntesis	   de	   PAT/DAT	  
(figuras	  33	  a	  36).	  	  
Dada	   la	   baja	   transcripción	   de	   los	   genes	   involucrados	   en	   la	   biosíntesis	   de	   SL	   en	   fase	   logarítmica	   y	  
estacionaria,	  se	  puede	  decir	  que	  la	  micobacteria	  produce	  cantidades	  basales	  de	  SL	  probablemente	  bajas.	  
Por	  su	  parte,	  los	  cambios	  drásticos	  en	  los	  genes	  pks2	  y	  mmpl8	  se	  pueden	  interpretar	  desde	  el	  punto	  de	  
vista	  de	  la	  adaptación	  de	  la	  micobacteria	  frente	  a	  los	  cambios	  en	  la	  cantidad	  de	  oxígeno	  disponible	  en	  el	  
medio;	   es	   decir,	   cambios	   metabólicos	   relacionados	   con	   la	   composición	   de	   cuerpos	   de	   trehalosa.	   En	  
primer	  lugar,	  la	  baja	  o	  prácticamente	  nula	  expresión	  del	  transportador	  mmpl8	  impide	  que	  el	  SL	  llegue	  a	  
la	  superficie	  de	  la	  bacteria.	  Este	  hecho	  explica	  por	  qué	  en	  NRP2	  (estado	  de	  anaerobiosis)	  se	  pierde	  o	  no	  
se	   detecta	   SL	   en	   cromatografías	   de	   capa	   fina	   a	   partir	   de	   lípidos	   polares	   totales	   [5].	   Por	   otro	   lado,	   la	  
acumulación	  de	  un	  posible	  precursor	  descrita	  previamente	  [5]	  se	  evidencia	  en	  que	  los	  genes	  pks2,	  papA1	  
y	   papA2	   tienen	   altas	   tasas	   de	   expresión	   en	   NRP2,	   lo	   cual	   indica	   que	   las	   cadenas	   acílicas	   se	   están	  
sintetizando	  y	  que	  se	  están	  uniendo	  con	  la	  trehalosa	  sulfatada,	  dicha	  molécula	  al	  no	  ser	  transportada	  por	  
mmpl8	   resulta	   ser	   una	   sustancia	   de	   acumulación	   para	   la	  micobacteria.	   Cabe	   anotar	   que	   se	   considera	  
precursor	  pues	  las	  dos	  últimas	  acilaciones	  que	  sufre	  SL	  tienen	  lugar	  en	  la	  parte	  externa	  de	  la	  membrana,	  
por	   tal	   razón	   la	   traslocación	   del	   precursor	   es	   fundamental	   para	   la	   biosíntesis	   completa	   de	   SL36.	  
Recientemente	   se	   ha	   publicado	   que	   mutantes	   del	   operón	   mce2	   (codificante	   de	   transportadores	  
putativos	  tipo	  ABC	  de	  lípidos	  en	  la	  pared	  celular)	  muestran	  acumulación	  del	  precursor	  SL1278	  (sulfolípido	  
diacilado)	   en	   fases	   logarítmica	   y	   estacionaria	   de	   crecimiento	   [132],	   esto	   indica	   que	   dichos	  
transportadores	  probablemente	  son	  alternativos	  para	  la	  traslocación	  de	  aciltrehalosas	  en	  condiciones	  de	  
adaptación	   a	   la	   hipoxia.	   No	   obstante,	   es	   de	   aclarar	   que	   a	   bajas	   tensiones	   de	   oxígeno,	   la	   función	  
transportadora	  de	  los	  ABC	  no	  está	  involucrada	  con	  la	  biosíntesis	  final	  de	  SL,	  es	  decir,	  probablemente	  el	  
precursor	  en	  cuestión	  solo	  se	  transporta	  para	  que	  éste	  cumpla	  alguna	  función	  en	  el	  exterior	  celular.	  Tal	  
situación	   se	   puede	   aseverar	   gracias	   a	   que	   en	   el	   análisis	   mediante	   cromatografía	   en	   capa	   fina	   de	  
glicolípidos	  polares	  no	  hay	  presencia	  de	  SL	  pero	  sí	  de	  algún	  precursor,	  probablemente	  SL1278	  (figura	  21)	  
[5].	  
Se	   ha	   reportado	   que	   en	   estado	   de	   latencia,	   la	  micobacteria	   utiliza	   fuentes	   de	   carbono	   distintas	   a	   los	  
carbohidratos,	   tales	   como	   ácidos	   grasos	   y	   colesterol,	   entre	   otros	   [133,134].	   Probablemente	   la	  
micobacteria	   permite	   la	   sobreexpresión	   de	  pks2,	  papA1	   y	  papA2	   para	   sintetizar	   cuerpos	   lipídicos	   que	  
sirvan	  como	  reserva	  energética	  y/o	  precursores	  de	  diferentes	  componentes	  de	  la	  envoltura	  celular.	  Este	  
hecho	  es	  comparable	  con	  lo	  que	  sucede	  con	  los	  triacilgliceroles	  (TAG),	  que	  se	  ha	  reportado	  se	  acumulan	  
en	  el	  	  bacilo	  latente	  [135].	  Tal	  situación	  se	  puede	  comprender	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  que	  existen	  otros	  
sistemas	   de	   biosíntesis	   lipídica	   que	   se	   sobreexpresan	   en	   latencia	   tal	   como	   es	   la	   síntesis	   de	   ácidos	  
micólicos	  [136].	  Se	  debe	  entender	  que	  en	  condiciones	  hostiles,	  la	  micobacteria	  debe	  utilizar	  fuentes	  de	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carbono	   como	   los	   ácidos	   grasos	   que	   sean	   fácilmente	   accesibles	   para	   biosintetizar	   estos	   importantes	  
componentes	  de	  pared,	  así,	  TAG	  o	  bien	  precursores	  de	  SL/PAT/DAT	  pueden	  cumplir	  dicha	  función.	  	  
Por	  su	  parte,	   los	  genes	  involucrados	  con	  la	  biosíntesis	  de	  DAT/PAT	  también	  muestran	  diferencias	  entre	  
estado	   anaeróbico	   y	   las	   fases	   logarítmica	   y	   estacionaria.	   Aunque	   el	   cambio	   en	   la	   transcripción	   del	  
transportador	  mmpl10	  no	  es	  tan	  drástico	  como	  en	  el	  caso	  de	  SL,	  también	  supone	  un	  paso	  limitante	  para	  
que	   no	   haya	   biosíntesis	   completa	   de	   PAT.	   Al	   igual	   que	   en	   SL,	   probablemente	   el	   aumento	   de	   la	  
transcripción	   de	   las	   enzimas	  pks3/4	   supone	   la	   acumulación	   de	   un	   intermediario	   de	   trehalosa	   con	   dos	  
acilaciones.	   También	   es	   posible	   que	   exista	   acumulación	   de	   ácidos	   grasos	  micolipénicos	   trimetilados	   y	  
ácidos	  micolipanólicos	  libres,	  dado	  que	  la	  tasa	  de	  transcripción	  de	  la	  aciltransferasa	  papA3	  no	  es	  tan	  alta.	  
Dichas	  moléculas	  acumuladas	  también	  pueden	  ser	  utilizadas	  como	  reserva	  de	  energía	  y/o	  biosíntesis	  de	  
moléculas	  más	  complejas	  de	  la	  pared	  celular.	  	  
Bajo	  los	  resultados	  y	  supuestos	  anteriormente	  mencionados,	  una	  posible	  explicación	  a	  la	  acumulación	  de	  
DAT	  reportada	  previamente	  en	  aislados	  de	  lípidos	  totales	  obtenidos	  de	  bacterias	  crecidas	  en	  hipoxia	  [5],	  
es	  que	  esta	  molécula,	  más	  sencilla	  que	  PAT	  y	  con	  solo	  dos	  acilaciones,	  es	  sintetizada	  completamente	  de	  
forma	  intracelular	  en	  el	  bacilo	  por	  la	  acción	  de	  pks3/4	  y	  papA3,	  pero	  no	  se	  exporta	  dada	  la	  baja	  tasa	  de	  
expresión	   del	   transportador	   (o	   en	   su	   defecto,	   la	   existencia	   de	   un	   transportador	   alterno	   con	   menor	  
eficiencia),	  por	  lo	  tanto	  no	  estaría	  en	  principio	  realizando	  su	  función	  biológica	  como	  factor	  de	  virulencia,	  
más	  bien	  como	  reserva	  energética.	  Por	  lo	  que	  de	  acuerdo	  a	  lo	  observado	  en	  las	  cromatografías	  de	  capa	  
fina,	   el	   DAT	   que	   se	   observa	   estaría	   acumulado	   de	   forma	   intracelular	   y	   no	   exportado	   hacia	   la	   parte	  
exterior	  de	  la	  membrana	  plasmática	  de	  las	  bacterias.	  
Por	  los	  resultados	  obtenidos,	  se	  puede	  decir	  que	  SL	  y	  PAT	  no	  son	  moléculas	  que	  se	  sinteticen	  de	  forma	  
abundante	  en	  las	  fases	  logarítmica	  y	  estacionaria	  en	  cultivos	  in	  vitro	  dada	  la	  baja	  expresión	  de	  los	  genes	  
codificantes	  de	   su	  biosíntesis	   (figuras	  33	  –	  36,	   tabla	  7).	  Dado	  que	  en	  este	  modelo	  experimental	   no	   se	  
puede	  atribuir	  alguna	  función	  específica	  para	  SL	  y	  PAT,	  se	  debe	  tomar	  en	  cuenta	  que	  lo	  mostrado	  en	  el	  
modelo	   de	   Wayne	   es	   una	   consecuencia	   metabólica	   de	   lo	   que	   sucede	   cuando	   hay	   falta	   de	   oxígeno:	  
aprovechar	   parte	   de	   la	   maquinaria	   biosintética	   de	   SL	   y	   PAT	   para	   producir	   moléculas	   que	   sirvan	   de	  
reserva	  energética	  (los	  precursores	  probablemente	  adquieren	  una	  importancia	  biológica	  en	  el	  estado	  de	  
hipoxia),	  es	  decir,	  un	  cambio	  en	  el	  metabolismo	  micobacteriano	  que	  le	  permita	  sobrevivir.	  
	  
Los	  resultados	  de	  este	  trabajo	  muestran	  que	  los	  genes	  pks2,	  pks3/4	  y	  mmpl8	  se	  pueden	  considerar	  como	  
marcadores	  genómicos	  relacionados	  con	  Mtb	  latente,	  el	  ambiente	  hostil	  que	  enfrenta	  la	  micobacteria	  al	  
interior	   del	   granuloma	   genera	   cambios	   metabólicos	   que	   traen	   como	   consecuencia	   la	   probable	  
disminución	  de	  la	  virulencia	  por	  los	  cambios	  que	  se	  generan	  en	  la	  producción	  de	  ácidos	  grasos	  de	  cadena	  
larga	  metil-­‐ramificados	  y	  el	  uso	  que	  el	  bacilo	   le	  da	  a	   los	  mismos	  en	  el	  proceso	  de	   infección	   latente.	  En	  
este	   sentido,	   la	  diversidad	  de	  moléculas	  de	   tipo	   lipídico	  en	   la	  micobacteria,	  además	  de	   jugar	  un	  papel	  
estructural	   en	   la	   envoltura	   celular,	   representan	   bajo	   condiciones	   de	   latencia	   un	   mecanismo	   de	  
protección	  contra	  la	  hipoxia,	  el	  estrés	  nitrosoxidativo	  y	  la	  anaerobiosis.	  Un	  mecanismo	  que	  relaciona	  el	  
estado	  rédox	  de	   las	   fases	  de	  desarrollo	  de	  Mtb	   y	  el	  metabolismo	  de	   lípidos	  muestra	  que	  una	  proteína	  
reguladora	  denominada	  WhiB3	  modula	  el	  anabolismo	  de	  lípidos	  como	  SL,	  PAT,	  TAG	  y	  PDIM	  con	  el	  fin	  de	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reducir	  o	  neutralizar	  el	  estrés	  reductivo	  generado	  del	  catabolismo	  de	  lípidos	  del	  hospedero	  durante	  los	  
procesos	  de	  infección	  o	  bajos	  niveles	  de	  oxígeno	  [137].	  
	  
9.4 Papel	  de	  phoP	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  y	  en	  modelos	  de	  latencia	  
PhoP	  es	  un	  regulador	  transcripcional	  de	  dos	  componentes	  de	  gran	  importancia	  en	  Mtb.	  Se	  ha	  sugerido	  
que	  este	  regulador	  constituye	  un	  enlace	  entre	  la	  respuesta	  inicial	  a	  la	  hipoxia	  (inducida	  por	  el	  regulador	  
DosR)	  y	  la	  duradera	  [40,41,137].	  Dada	  su	  relación	  con	  la	  biosíntesis	  de	  diversos	  componentes	  de	  la	  pared	  
celular,	  su	  análisis	  dentro	  del	  contexto	  de	  este	  trabajo	  resultó	  pertinente.	  Se	  puede	  apreciar	  que	  existe	  
una	  expresión	  baja	  de	  este	  regulador	  en	  las	  fases	  logarítmica	  y	  estacionaria	  de	  cultivos	  estándar,	  por	  el	  
contrario,	  en	  el	  modelo	  de	  latencia	  de	  Wayne	  aumenta	  de	  forma	  significativa	  su	  expresión	  en	  los	  estados	  
NRP	   1	   y	   2	   (figuras	   33	   a	   36).	   Este	   comportamiento	   es	   de	   esperar	   dado	   que	   esta	   proteína	   regula	  
positivamente	  sistemas	  de	  respuesta	  temprana	  y	  tardía	  a	  hipoxia,	  es	  por	  tal	  razón	  que	  dicho	  regulador	  es	  
de	   importancia	   para	   la	  micobacteria	   a	   la	   hora	   de	   adaptarse	   a	   un	   ambiente	   hostil.	   Por	   otro	   lado,	   este	  
comportamiento	  es	  acorde	  con	  lo	  que	  sucede	  con	  los	  genes	  pks2	  y	  pks3,	  estos	  genes	  aumentan	  en	  gran	  
medida	   su	  expresión	  en	  anaerobiosis,	   tal	   situación	  está	  acorde	   con	  el	   aumento	  de	  phoP	   pues	  éste	   los	  
regula	  positivamente	  [138].	  	  	  
	  
9.5 Relación	  de	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT/DAT	  con	  test	  de	  rojo	  neutro	  (RN)	  	  
Se	  ha	  reportado	  que	  la	  ausencia	  de	  cierta	  combinación	  de	  glicolípidos	  de	  la	  pared	  de	  Mtb	  es	  la	  causa	  de	  
la	   tinción	   negativa	   de	   RN,	   dicha	   tinción	   se	   ha	   utilizado	   como	   indicador	   cualitativo	   de	   virulencia	   de	  
micobacterias	   [135].	  En	  el	   trabajo	  de	  Bermudez	  y	  colaboradores5	  se	  reportó	  que	  Mtb	  H37Rv	  pierde	  en	  
gran	  medida	  su	  capacidad	  de	  fijar	  el	  colorante	  alcalino	  cuando	  es	  cultivada	  en	  hipoxia,	  esto	  supone	  que	  
al	   disminuir	   la	   biosíntesis	   de	   glicolípidos	   como	   SL	   o	   PAT	   se	   pierde	   cierto	   carácter	   virulento	   de	   la	  
micobacteria.	  Los	  resultados	  que	  se	  muestran	  en	  el	  modelo	  de	  Wayne	  evidencian	  que	  en	  efecto	  SL	  y	  PAT	  
no	  se	  están	  sintetizando	  de	  forma	  completa	  dada	  la	  ausencia	  de	  transportadores,	  así,	  la	  ausencia	  en	  la	  
coloración	   puede	   ser	   explicado	   en	   este	   sentido.	   Este	   comportamiento	   es	   de	   gran	   importancia	   pues	   la	  
pérdida	   de	   SL/PAT	   está	   evidenciando	   que	   este	   tipo	   de	   moléculas	   efectivamente	   son	   factores	   de	  
virulencia	   a	   nivel	   de	   pared	   celular	   y	   no	   lípidos	   con	   función	   estructural.	   Esta	   afirmación	   se	   puede	  
correlacionar	   con	   trabajos	   reportados	   en	   los	   cuales	   se	   hace	   una	   mutación	   de	   PhoP;	   las	   bacterias	  
mutantes	  carecen	  de	  diversos	  glicolípidos	  pero	  no	  pierden	  viabilidad	  o	  cambios	  de	  morfología	  drásticos,	  
no	   obstante	   pasan	   a	   ser	   RN	   negativo	   [41,139].	   Cabe	   aclarar	   que	   no	   se	   puede	   atribuir	   la	   tinción	   RN	  
negativa	  al	  hecho	  de	  que	  no	  se	  sintetice	  SL	  o	  PAT	  de	  forma	  eficiente,	  es	  decir,	  existe	  alguna	  combinación	  
característica	   de	   glicolípidos	   para	  mostrar	   una	   tinción	   positiva.	   Esto	   se	   aclara	   dado	   que	   en	   el	   trabajo	  
publicado	  por	  Sirakova	  y	  colaboradores	  [140],	  el	  mutante	  knock-­‐out	  del	  gen	  pks2	  carente	  de	  SL-­‐I	  muestra	  
una	   tinción	   RN	   positiva;	   una	   vez	   más,	   probablemente	   las	   diferentes	   familias	   de	   aciltrehalosas	   tienen	  
actividades	  compensatorias	  entre	  sí.	  Sin	  embargo,	  se	  conoce	  que	   la	  ausencia	  de	  dos	  o	  más	  glicolípidos	  
metil	  ramificados	  en	  la	  envoltura	  de	  una	  cepa	  virulenta	  de	  Mtb	  produce	  la	  pérdida	  de	  la	  tinción	  de	  rojo	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neutro,	  e	  indirectamente	  la	  virulencia	  como	  se	  pudo	  demostrar	  en	  modelo	  murino	  [139].	  Se	  conoce	  que	  
la	  cepa	  de	  Mtb	  utilizada	  en	  este	  trabajo	  carece	  de	  PDIM,	  un	  glicolípido	  involucrado	  en	  la	  virulencia,	  que	  
sumado	  a	  la	  ausencia	  de	  SL	  en	  hipoxia,	  produciría	  una	  tinción	  negativa	  de	  RN	  y	  pérdida	  de	  su	  virulencia	  
[139].	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10.	  	  	  CONCLUSIONES	  
	  
• Las	   medidas	   electroquímicas	   de	   alta	   sensibilidad	   ayudaron	   a	   determinar	   que	   micobacterias	  
viables	  no	  patogénicas	  de	   lento	  crecimiento	   (Mtb	  H37Ra	  y	  M.	  bovis	  BCG)	  y	  de	   rápido	  crecimiento	   (M.	  
smegmatis	  mc2155)	  cultivadas	  en	  hipoxia	  utilizando	  el	  modelo	  de	  Wayne	  disminuyen	  drásticamente	  su	  
actividad	   metabólica	   después	   de	   96	   y	   72	   horas	   de	   incubación	   respectivamente.	   De	   esta	   manera	   se	  
demostró	   que	   a	   bajas	   tensiones	   de	   oxígeno	   las	   micobacterias	   utilizadas	   en	   el	   presente	   trabajo	   se	  
adaptan	  hasta	  alcanzar	  un	  estado	  de	  dormancia.	  
• Se	   encontró	   que	   las	   cepas	  Mtb	   H37Ra,	  M.	   bovis	   BCG	   y	  M.	   smegmatis	   mc2155	   presentan	   una	  
actividad	   metabólica	   significativamente	   alta	   a	   las	   pocas	   horas	   de	   entrar	   en	   inanición.	   	   Este	  
comportamiento	   se	  puede	  atribuir	  a	   la	  activación	  de	  diversos	  mecanismos	  catabólicos	  y	  de	   regulación	  
por	  parte	  de	  la	  micobacteria	  para	  adaptarse	  al	  posterior	  estado	  de	  dormancia.	  	  
• Se	  pudo	  demostrar	  la	  utilidad	  de	  las	  medidas	  electroquímicas	  en	  la	  determinación	  de	  la	  actividad	  
metabólica	  de	  micobacterias	  en	  cultivo,	  especialmente	  bajo	  condiciones	  de	  estrés.	  
• Las	   pruebas	   bioquímicas	   catalasa	   y	   nitrato	   reductasa	   sugirieron	   que	   la	   micobacteria	   latente	  
utiliza	  aceptores	  finales	  de	  electrones	  alternos	  como	  respuesta	  a	  la	  ausencia	  de	  oxígeno	  y	  adaptación	  al	  
estado	  persistente	  no	  replicativo	  (NRP2).	  
• La	   ausencia	   de	   SL	   en	   Mtb	   H37Rv	   en	   estado	   NRP2	   se	   explica	   por	   la	   baja	   transcripción	   del	  
transportador	   Mmpl8	   que	   interrumpe	   su	   biosíntesis	   provocando	   acumulación	   de	   intermediarios.	   La	  
ausencia	   de	   este	   transportador	   en	   bacterias	   persistentes	   puede	   constituirse	   como	   un	   marcador	  
genotípico	  de	  latencia.	  	  
• La	  acumulación	  de	  DAT	  en	  Mtb	  H37Rv	  en	  estado	  NRP2	  se	  da	  probablemente	  por	  la	  disminución	  
en	  la	  transcripción	  del	  transportador	  Mmpl10.	  	  
• De	   forma	   similar	   al	   SL,	   la	   biosíntesis	   de	   PAT	   también	   se	   ve	   interrumpida	   por	   la	   ausencia	   del	  
transportador	  Mmpl10.	  	  
• El	   aumento	   en	   la	   transcripción	   de	   los	   genes	   pks2	   y	   pks3/4	   en	   anaerobiosis	   sugiere	   que	   la	  
micobacteria	   biosintetiza	   intermediarios	   de	   SL	   y	   PAT	   para	   obtener	   lípidos	   de	   reserva	   como	   fuente	   de	  
carbono	  alterna.	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11.	  	  	  	  PERSPECTIVAS	  
	  
• Se	   sugiere	   complementar	   el	   presente	   estudio	   con	   la	   cuantificación	   de	   los	   niveles	  
transcripcionales	  de	  los	  genes	  involucrados	  en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  en	  modelos	  in	  vivo	  de	  TB	  latente	  
y	  TB	  progresiva	  que	  asemejen	  en	  alto	  grado	  la	  TB	  humana	  en	  términos	  de	  su	  interacción	  con	  el	  sistema	  
inmune	  y	  la	  adaptación	  del	  bacilo	  al	  ambiente	  que	  generan	  las	  lesiones	  granulomatosas.	  	  
• Dada	   la	   importancia	  de	   las	   células	  dendríticas	  en	   la	   respuesta	   inmune	  hacia	  Mtb,	   es	   relevante	  
establecer	  el	  nivel	  de	  maduración	  (sobre-­‐expresión	  de	  CD83,	  CD80,	  CD86,	  HLA-­‐DR	  y	  disminución	  de	  DC-­‐
SIGN	  en	  la	  superficie	  celular)	  y	  el	  patrón	  de	  expresión	  de	  citocinas	  pro-­‐inflamatorias	  (IL-­‐12,	  TNFα,	  IL-­‐1β)	  y	  
anti-­‐inflamatorias	  (IL-­‐10)	  generado	  por	  SL	  y	  PAT	  purificados	  en	  células	  dendríticas	  inmaduras	  (iDCs).	  	  
• También	   se	   sugiere	   estudiar	   el	   patrón	   de	   expresión	   de	   citocinas	   pro-­‐inflamatorias	   y	   anti-­‐
inflamatorias	   generado	   por	   SL	   y	   PAT	   purificados	   en	   diferentes	   células	   relacionadas	   con	   la	   respuesta	  
inmune	  frente	  a	  Mtb	  (células	  dendríticas	  maduras,	  macrófagos	  y	  neutrófilos)	  y	  en	  modelos	  in	  vivo	  donde	  
la	  administración	  de	  tales	  glicolípidos	  sea	  dirigida	  a	  tejido	  pulmonar.	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12.	  	  PUBLICACIONES	  Y	  PRESENTACIONES	  EN	  EVENTOS	  CIENTÍFICOS	  
	  
Los	  resultados	  del	  presente	  trabajo	  se	  han	  dado	  a	  conocer	  en	  diversas	  instancias	  tanto	  nacionales	  como	  
internacionales.	   La	   divulgación	   de	   este	   trabajo	   ha	   permitido	   concretar	   alianzas	   con	   laboratorios	   de	  
México	  y	  España	  para	  continuar	  con	  la	  caracterización	  de	  micobacterias	  latentes	  y	  conocer	  de	  forma	  más	  
específica	  el	  rol	  biológico	  de	  glicolípidos	  de	  pared	  como	  SL	  y	  PAT.	  	  
Una	   publicación	   internacional	   y	   la	   presentación	   de	   los	   resultados	   en	   tres	   congresos	   internacionales,	  
conforman	  la	  divulgación	  de	  este	  trabajo.	  Adicionalmente	  existe	  un	  segundo	  manuscrito	  en	  proceso	  de	  
publicación	  que	  se	  basa	  en	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  el	  análsis	  transcripcional	  de	  genes	  involucrados	  
en	  la	  biosíntesis	  de	  SL	  y	  PAT	  en	  condiciones	  de	  latencia.	  
a) Publicación	  internacional	  
Título:	  Electrochemical	  monitoring	  of	  the	  metabolic	  activity	  of	  mycobacteria	  in	  culture	  
Autores:	  Jimmy	  Rodríguez,	  Ana	  S.	  Ramírez,	  Marco	  F.	  Suárez	  y	  Carlos	  Y.	  Soto.	  
DOI	  10.1007/s10482-­‐012-­‐9727-­‐x	  
Revista:	  Antonie	  van	  Leeuwenhoek	  (Microbiología	  aplicada)	  
Editorial:	  Springer	  
Aceptado:	  15	  de	  marzo	  de	  2012	  
	  
b) Trabajo	  en	  evento	  
	  
Evento:	  XXIX	  Congreso	  Latinoamericano	  de	  Química	  –	  Cartagena	  de	  Indias	  2010.	  
Fecha:	  27	  de	  septiembre	  –	  1	  de	  octubre	  de	  2010.	  
Título:	  Detección	  del	  estado	  metabólico	  y	  actividad	  ATPasa	  en	  membrana	  plasmática	  de	  Mycobacterium	  
cultivado	  en	  condiciones	  de	  estrés	  
Autores:	  Jimmy	  Esneider	  Rodríguez	  y	  Carlos	  Yesid	  Soto.	  
Modalidad:	  Póster.	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c) Trabajo	  en	  evento	  
	  
Evento:	  3ra.	  Reunión	  Regional	  y	  1er.	  Congreso	  Latinoamericano	  de	  Ciencias	  Microbiológicas:	  Resistencia	  
Antimicrobiana	  	  
Fecha:	  11	  y	  12	  de	  noviembre	  de	  2011	  
Lugar:	  Ciudad	  de	  Puebla,	  Tecnológico	  de	  Monterrey	  (México).	  	  
Título:	   Transcripción	   de	   genes	   relacionados	   con	   la	   biosíntesis	   de	   sulfolípido	   y	   poliaciltrehalosas	   de	  M.	  
tuberculosis	  bajo	  condiciones	  de	  hipoxia	  in	  vitro.	  	  
Autores:	   Jimmy	  Esneider	  Rodríguez,	   Carlos	   Yesid	   Soto,	  Rogelio	  Hernández	  –	  Pando,	  Cecilia	  Helguera	   y	  
Jorge	  González	  y	  Merchand.	  	  
Modalidad:	  Póster.	  	  
	  
d) Trabajo	  en	  evento	  (trabajo	  actualmente	  aceptado,	  Congreso	  a	  realizarse	  en	  Junio	  de	  2012)	  
	  
Evento:	  112Th	  General	  Meeting	  American	  Society	  of	  Microbiology	  (ASM)	  
Fecha:	  Junio	  16	  –	  19	  de	  2012	  
Lugar:	  San	  Francisco,	  California	  (EE.	  UU.)	  
Título:	   Transcription	   Level	   Of	   Genes	   Involved	   In	   Biosynthesis	   Of	   Sulfolipid	   And	   Polyacyltrehaloses	   In	  
Mycobacterium	  tuberculosis	  Grown	  In	  Hypoxic	  Conditions	  
Autores:	   Jimmy	  Esneider	  Rodríguez,	   Carlos	   Yesid	   Soto,	  Rogelio	  Hernández	  –	  Pando,	  Cecilia	  Helguera	   y	  
Jorge	  González	  y	  Merchand.	  	  
Modalidad:	  Póster.	  	  
e) Presentación	  oral	  
Temática:	   TRANSCRIPCIÓN	   DE	   GENES	   RELACIONADOS	   CON	   LA	   BIOSÍNTESIS	   Y	   RESPUESTA	   INMUNE	  
GENERADA	   POR	   SULFOLÍPIDO	   Y	   POLIACILTREHALOSAS	   EN	   Mycobacterium	   tuberculosis	   BAJO	  
CONDICIONES	  EXPERIMENTALES	  DE	  LATENCIA.	  
Instituciones	   de	   realización:	   Instituto	   Nacional	   de	   Ciencias	   Médicas	   y	   Nutrición	   “Salvador	   Zubirán”	  
(INCMNSZ)	  y	  Escuela	  Nacional	  de	  Ciencias	  Biológicas	  (ENCB)	  –	  Instituto	  Politécnico	  Nacional	  (IPN).	  
Lugar:	  México	  D.	  F.	  	  –	  México	  
Fecha:	  Octubre	  de	  2011	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  Bibliografía	  
88	  
	  
13.	  	  	  BIBLIOGRAFIA	  
	  
1. World	  Health	  Organization.	  Global	  Tuberculosis	  Control:	  WHO	  report	  2010,	  WHO	  press:	  Geneva	  –	  
Suiza,	  2011.	  
2. World	   Health	   Organization.	   Global	   tuberculosis	   control:	   a	   short	   update	   to	   the	   2009	   report;	  
Publications	  of	  the	  World	  Health	  Organization:	  Suiza,	  2009;	  p	  1-­‐19.	  	  
3. Stallings	  C.	  L.,	  Glickman	  M.S.	  Is	  Mycobacterium	  tuberculosis	  stressed	  out?	  A	  critical	  assessment	  of	  
the	  genetic	  evidence.	  Microb	  Infect.	  12	  (2010)	  1091-­‐1101.	  	  
4. Harding	  V.,	  Boom	  W.	  H.	  Regulation	  of	  antigen	  presentation	  by	  Mycobacterium	  tuberculosis:	  a	  role	  
for	  Toll-­‐like	  receptors.	  Nature	  reviews	  microbiology.	  8	  (2010)	  296	  –	  307.	  	  
5. Ramirez	   A.	   Búsqueda	   de	   marcadores	   lipídicos	   relacionados	   con	   condiciones	   experimentales	   de	  
latencia	  en	  micobacterias.	  Tesis	  para	  optar	  título	  de	  Maestría	  en	  ciencias	  –	  Bioquímica.	  Grupo	  de	  
Investigación	  en	  Bioquímica	  y	  Biología	  Molecular	  de	  las	  Micobacterias,	  Departamento	  de	  Química,	  
Facultad	  de	  Ciencias,	  Universidad	  Nacional	  de	  Colombia.	  Bogotá.	  2008.	  (Sin	  publicar).	  
6. World	  Health	  Organization.	  Multidrug	  and	  extensively	  drug-­‐resistant	  TB	  (M/XDR-­‐TB):	  2010	  global	  
report	  on	  surveillance	  and	  response;	  Publications	  of	  the	  World	  Health	  Organization:	  Suiza,	  2010;	  p	  
1-­‐20.	  	  
7. Knechel	  N.A.	  Tuberculosis:	  Pathophysiology,	  Clinical	   Features,	  and	  Diagnosis.	  Crit	  Care	  Nurse.	   29	  
(2009)	  34-­‐43.	  
8. Instituto-­‐Nacional-­‐de-­‐Salud.	   2011	   [cita	   del	   año	   2011,	   20/12/2011]	   Página	   web:	  
http://www.ins.gov.co/?idcategoria=85465.	  
9. Instituto	  Nacional	  de	  Salud.	  http://www.ins.gov.co/?id	  categoria=1600.	  (Consultado	  11	  –	  febrero	  –	  
2011).	  	  	  
10. Duncan	  K.,	   Barry	   III	   C.	   E.	   Prospects	   for	   new	  antitubercular	   drugs.	  Curr	  Opin.	  Microbiol.	   7	   (2004)	  
460–465.	  
11. Vergne	  I.,	  Chua	  J.,	  Deretic	  V.	  Mycobacterium	  tuberculosis	  Phagosome	  Maturation	  Arrest:	  Selective	  
Targeting	  of	  PI3P-­‐Dependent	  Membrane	  Trafficking.	  Traffic.	  4	  (2003)	  600	  –	  606.	  
12. Thaiss	   C.	   A.,	   Kaufmann	   S.	   H.	   E.	   toward	   novel	   Vaccines	   Against	   tuberculosis:	   current	   Hopes	   and	  
obstacles.	  Yale	  Journal	  of	  Biology	  and	  Medicine.	  83	  (2010)	  209-­‐215.	  	  
13. Kurts	  C,	  Robinson	  BWS,	  Knolle	  PA.	  Crosspriming	  in	  health	  and	  disease.	  Nat	  Rev	  Immunol.	  10	  (2010)	  
403-­‐414.	  
14. Pichichero	  M.E.	   Booster	   vaccinations:	   can	   immunologic	  memory	   outpace	   disease	   pathogenesis?	  
Pediatrics.	  124	  (2009)	  1633-­‐1641.	  
15. Tseng,	  et	  al.	  Cost-­‐effectiveness	  of	  novel	  vaccines	  for	  tuberculosis	  control:	  a	  decision	  analysis	  study.	  
BMC	  Public	  Health	  2011.	  
16. Kneche	   N.A.	   Tuberculosis:	   Pathophysiology,	   Clinical	   Features,	   and	   Diagnosis.	   Crit	   Care	   Nurse.	  
(2009)	  29-­‐	  34.	  	  
17. Wayne	  L.G.	  y	  Kubica	  G.P.	  Family	  Mycobacteriaceae.	  In	  Bergey’s	  manual	  of	  systematic	  bacteriology.	  
Holt,	  J.G.,	  Sneath,	  P.H.A.,	  Mair,	  N.S.	  y	  Sharpe.	  M.E.	  (eds).	  Williams	  and	  Wilkins,	  Baltimore.	   (1986)	  
1435-­‐1457.	  
	  Bibliografía	  
89	  
	  
18. Coll	  P.	  Fármacos	  con	  actividad	  frente	  a	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  Enferm	  Infecc	  Microbiol	  Clin.	  
21	  (2003)	  299-­‐308.	  	  
19. Zhang	   Y.,	   Telenti,	   A.	   Genetic	   of	   Drug	   Resistance	   in	  Mycobacterium	   tuberculosis.	   En:	  Molecular	  
Genetics	  of	  Mycobacteria.	  Hatfull,	  G.F.	  &	  Jacobs,	  W.R.,	  (eds).	  ASM	  Press	  Washington,	  D.C.	  	  (2000)	  
235	  -­‐254.	  	  	  
20. Blanchard	   J.S.	  Molecular	  Mechanism	   of	   Drug	   Resistance	   in	  Mycobacterium	   tuberculosis.	   Annual	  
Review	  of	  Biochemistry.	  65	  (1996)	  215-­‐239.	  	  
21. Jackson	  M.,	  Stadthagen	  G.,	  Gicquel	  B.	  Long-­‐chain	  multiple	  methyl-­‐branched	  fatty	  acid-­‐containing	  
lipids	  of	  Mycobacterium	  tuberculosis:	  Biosynthesis,	   transport,	   regulation	  and	  biological	  activities.	  
Tuberculosis.	  87	  (2007)	  78–86.	  
22. Brennan	   P.	   Structure,	   function,	   and	   biogenesis	   of	   the	   cell	   wall	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis.	  
Tuberculosis.	  	  83	  (2003)	  91-­‐97.	  
23. Lee	   R.,	   Brennan	   P.,	   Besra	   G.	   Mycobacterium	   tuberculosis	   cell	   envelope.	   Current	   Topics	   in	  
Microbiology	  and	  Immunology.	  215	  (1996)	  1-­‐27.	  
24. Draper	  P.	  The	  Anatomy	  of	  Mycobacteria.	  The	  Biology	  of	  Mycobacteria.	  Ratledge	  &	  Stanford.	  (eds).	  
Academic	  Press.	  1	  (1982)	  9-­‐52.	  	  
25. Luquín	   M.,	   Ausina	   V.,	   López	   F.,	   Belda	   F.,	   García	   M.,	   Celma	   C.,	   Prats,	   G.	   Evaluation	   of	   Practical	  
Chromatographic	  Procedures	  for	  Identification	  of	  Clinical	  Isolates	  of	  Mycobacteria.	  Journal	  of	  Clin	  
Microbiol.	  29	  (1991)	  120	  –	  130.	  	  
26. Torrelles	   J.	   B.,	   Schlesinger	   S.	   Diversity	   in	   Mycobacterium	   tuberculosis	   mannosylated	   cell	   wall	  
determinants	  impacts	  adaptation	  to	  the	  host.	  Tuberculosis.	  90	  (2010)	  84-­‐93.	  
27. Kang	   P.B.,	   Azad	   AK,	   Torrelles	   J.B.,	   Kaufman	   TM,	   Beharka	   A,	   Tibesar	   E,	   et	   al.	   The	   human	  
macrophage	  mannose	  receptor	  directs	  Mycobacterium	  tuberculosis	  lipoarabinomannan-­‐mediated	  
phagosome	  biogenesis.	  J	  Exp	  Med.	  202	  (2005)	  987-­‐999.	  
28. Dmitriev	  B.A.,	  Ehlers	  S.,	  Rietschel	  E.T.,	  Brennan	  P.J.	  Molecular	  mechanics	  of	  the	  mycobacterial	  cell	  
wall:	  From	  horizontal	  layers	  to	  vertical	  scaffolds.	  Int	  J	  Med	  Microbiol.	  290	  (2000)	  251-­‐258.	  
29. Besra	   G.	   S.,	   Chatterjee	   D.	   Lipids	   and	   carbohydrates	   of	   M.	   tuberculosis.	   En:	   Tuberculosis:	  
Pathogenesis,	  Protection	  and	  Control.	  Bloom,	  B.	  R.	  (ed),	  Washington.	  (1994)	  pp.	  285-­‐306.	  
30. Vergne	  I.,	  Daffé	  M.	  Interaction	  of	  mycobacterial	  glycolipids	  with	  host	  cells.	  Front.	  Biosci.	  3	  (1998)	  
865-­‐876.	  
31. Asselineau	   J.,	   Lanéelle	  G.	  Mycobacterial	   Lipids:	  A	  Historical	  Perspective.	  Fronters	   in	  Bioscience.	  3	  
(1998)	  164-­‐174.	  	  
32. Kato	  M.,	  Goren	  M.	  Synergistic	  action	  of	  cord	  factor	  and	  mycobacterial	  sulfatides	  on	  mitochondria.	  
Infect.	  Immun.	  10	  (1974)	  733-­‐741.	  
33. Goren	  M.	  B.	  y	  Brennan,	  P.	  J.	  Mycobacterial	  lipids:	  chemistry	  and	  biologic	  activities	  in	  tuberculosis.	  
Youmnas,	  G.	  P.	  (ed).	  W.	  B.	  Saunders	  Company,	  Philadelphia.	  (1979)	  pp.	  63-­‐193.	  
34. Indrigo	  J.,	  Junter	  R.,	  Actor	  J.	  K.	  Influence	  of	  trehalose	  6,6´-­‐dimycolate	  (TDM)	  during	  mycobacterial	  
infection	  of	  bone	  marrow	  macrophages.	  Microbiology.	  148	  (2002)	  1991-­‐1998.	  
35. Graham	   J.E.,	   Clark-­‐Curtiss	   J.E.	   Identification	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis	   RNAs	   synthesized	   in	  
response	   to	  phagocytosis	  by	  human	  macrophages	  by	   selective	  capture	  of	   transcribed	  sequences	  
(SCOTS).	  Proc	  Natl	  Acad	  Sci	  USA.	  96	  (1999)	  11554–11559.	  
	  Bibliografía	  
90	  
	  
36. Kumar	  P.,	  Schelle	  M.	  W.,	  Jain	  M.,	  Lin	  F.	  L.,	  Petzold	  C.	  J.,	  Leavell	  	  M.	  D.,	  Leary	  J.	  A.,	  Cox	  J.	  S.,	  Bertozzi	  
C.	  R.	  PapA1	  and	  PapA2	  are	  acyltransferases	  essential	   for	   the	  biosynthesis	  of	   the	  Mycobacterium	  
tuberculosis	  virulence	  factor	  Sulfolipid-­‐1.	  PNAS.	  104	  (2007)	  11221–11226.	  
37. Hatzios	  S.	  K.,	   Schelle	  M.	  W.,	  Holsclaw	  C.	  M.,	  Behrens	  C.	  R.,	  Botyanszki	  Z.,	   Lin	  F.	   L.,	  Carlson	  B.	   L.,	  
Kumar	   P.,	   Leary	   J.	   A.,	   Bertozzi	   C.	   R.	   PapA3	   Is	   an	   Acyltransferase	   Required	   for	   Polyacyltrehalose	  
Biosynthesis	  in	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  J	  Biol	  Chem.	  284	  (2009)	  12745	  –	  12751.	  	  
38. Dubey	   V.	   S.,	   Sirakova	   T.	   D.,	   Kolattukudy	   P.	   E.	   Disruption	   of	   msl3	   abolishes	   the	   synthesis	   of	  
mycolipanoic	   and	   mycolipenic	   acids	   required	   for	   polyacyltrehalose	   synthesis	   in	  Mycobacterium	  
tuberculosis	  H37Rv	  and	  causes	  cell	  aggregation.	  Molecular	  Microbiology.	  45	  (2002)	  1451–1459.	  
39. Fontan	   P.	   A.,	   Walters	   S.,	   I.	   Smith.	   Cellular	   signaling	   pathways	   and	   transcriptional	   regulation	  
in	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  Curr	  Sci.	  86	  (2004)	  122-­‐134.	  
40. Walters	   S.	   B.,	   Dubnau	   E.,	   Kolesnikova	   I.,	   Laval	   F.,	   Daffe	   M,.	   Smith	   I.	   The	   Mycobacterium	  
tuberculosis	   PhoPR	   two-­‐component	   system	   regulates	   genes	   essential	   for	   virulence	   and	   complex	  
lipid	  biosynthesis.	  Mol	  Microbiol.	  60	  (2006)	  312-­‐330.	  	  
41. Asensio	  J.G.,	  Maia	  C.,	  Ferrer	  N.L.,	  Barilone	  N.,	  Laval	  F.,	  Soto	  C.Y.,	  Winter	  N.,	  Daffe	  M.,	  Gicquel	  B.,	  
Martin	  C.,	   Jackson	  M.	  The	  Virulence-­‐associated	  Two-­‐component	  PhoP-­‐PhoR	  System	  Controls	   the	  
Biosynthesis	  of	  Polyketide-­‐derived	  Lipids	   in	  Mycobacterium	  tuberculosis.	   J	  Biol	  Chem.	  281	   (2006)	  
1313–1316.	  
42. Daffé	   M.,	   Etienne	   G.	   The	   capsule	   of	   Mycobacterium	   tuberculosis	   and	   its	   implications	   for	  
pathogenicity.	  Tubercle	  and	  Lung	  Dissease.	  79	  (1999)	  153	  –	  169.	  
43. Herrera-­‐León	   L.,	   Pozuelo-­‐Díaz	   R.,	  Molina	   T.,	   Valverde	   A.,	   Saiz	   P.	   y	   Jiménez	  M.	   S.	   	   Aplicación	   de	  
métodos	   moleculares	   para	   la	   identificación	   de	   las	   especies	   del	   complejo	   Mycobacterium	  
tuberculosis.	  Enferm	  Infecc	  Microbiol	  Clin.	  27	  (2009)	  496–502.	  
44. Comas	   I.,	   Gagneux	   S.	   The	   Past	   and	   Future	   of	   Tuberculosis	   Research.	   PLoS	   Pathog.	   (2009)	   5,	  
e1000600.	  	  
45. Opie	   E,	   Aronson	   J.	   Tubercle	   bacilli	   in	   latent	   tuberculous	   lesions	   and	   in	   lung	   tissue	   without	  
tuberculous	  lesions.	  Arch	  Pathol	  Lab	  Med.	  4	  (1927)	  21.	  	  
46. Amberson	  J.	  The	  significance	  of	  latent	  forms	  of	  tuberculosis.	  N	  Engl	  J	  Med.	  (1938)	  219.	  
47. Parrish	   et	   al.,	  Mechanisms	  of	   latency	   in	  Mycobacterium	   tuberculosis.	  Trends	  Microbiol.	   6	   (1998)	  
107-­‐112.	  
48. Tuberculosis,	   TMACftEo.	   Latent	   tuberculosis	   infection:	   A	   guide	   for	   Massachusetts	   providers.	  
Massachusetts,	  USA:	  The	  Medical	  Advisory	  Committee	  for	  the	  Elimination	  of	  Tuberculosis,	  2005.	  	  
49. Gomez	   J.E.,	  McKinney	   J.D.	  M.	   tuberculosis	  persistence,	   latency,	   and	  drug	   tolerance.	  Tuberculosis	  
(Edinb).	  84	  (2004)	  29-­‐44.	  
50. Khomenko	  A.G.	  The	  variability	  of	  Mycobacterium	  tuberculosis	  in	  patients	  with	  cavitary	  pulmonary	  
tuberculosis	  in	  the	  course	  of	  chemotherapy.	  Tubercle.	  68	  (1987)	  243-­‐253.	  	  
51. Stanford	  J.L.	  Much’s	  granules	  revisited.	  Tubercle.	  68	  (1987)	  241-­‐242.	  
52. Barrios-­‐Payán	   A.,	   Castañón-­‐Arreola	   M.,	   Flores-­‐Valdez	   M.,	   Hernández-­‐Pando	   R.	   	   Aspectos	  
biológicos,	  clínicos	  y	  epidemiológicos	  de	  la	  tuberculosis	  latente.	  Salud	  Pública	  de	  México.	  52	  (2010)	  	  
70	  –	  78.	  	  
	  Bibliografía	  
91	  
	  
53. Cooper	  A.M.	  Cell-­‐mediated	  immune	  responses	  in	  tuberculosis.	  Annu	  Rev	  Immunol.	  27	  (2009)	  393-­‐
422.	  	  
54. Russell	  D.G.	  Who	  puts	  the	  tubercle	  in	  tuberculosis?	  Nat	  Rev	  Microbiol.	  5	  (2007)	  39-­‐47.	  
55. Russell	   D.G.,	   Cardona	   P,	   Kim	  M,	   et	   al.	   Foamy	  macrophages	   and	   the	   progression	   of	   the	   human	  
tuberculosis	  granuloma.	  Nat	  Immunol.	  10	  (2009)	  943-­‐948.	  	  
56. Divangahi	   M.,	   Desjardins	   D.,	   Nunes-­‐Alves	   C.,	   et	   al.	   Eicosanoid	   pathways	   regulate	   adaptive	  
immunity	  to	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  Nat	  Immunol.	  11	  (2010)	  751-­‐758.	  
57. Quesniaux	  V.F.J.,	  Jacobs	  M.,	  Allie	  N.,	  et	  al.	  TNF	  in	  host	  resistance	  to	  tuberculosis	  infection.	  Curr	  Dir	  
Autoimmun.	  11	  (2010)	  157-­‐179.	  
58. Khader	  S.A.,	  Cooper	  A.M.	  IL-­‐23	  and	  IL-­‐17	  in	  tuberculosis.	  Cytokine.	  41(2008)	  79-­‐83.	  
59. Thaiss	   C.A.,	   Kaufmann	   S.H.E.	   Toward	   novel	   Vaccines	   Against	   tuberculosis:	   current	   Hopes	   and	  
obstacles.	  Yale	  Jorunal	  of	  Biology	  and	  Medicine.	  83	  (2010)	  209-­‐215.	  
60. Wolf	   A.	   J.	   et	   al.	   Initiation	   of	   the	   adaptive	   immune	   response	   to	   Mycobacterium	   tuberculosis	  
depends	  on	  antigen	  production	  in	  the	  local	  lymph	  node,	  not	  the	  lungs.	  J	  Exp	  Med.	  205	  (2008)	  105–
115.	  	  
61. Flynn	   J.	   L.	   et	   al.	   An	   essential	   role	   for	   interferon	   γ	   in	   resistance	   to	  Mycobacterium	   tuberculosis	  
infection.	  J	  Exp	  Med.	  178	  (1993)	  2249–2254.	  
62. MacMicking,	  J.	  D.,	  Taylor	  G.	  A.,	  McKinney	  	  J.	  D.	  Immune	  control	  of	  tuberculosis	  by	  IFN-­‐γ	  inducible	  
LRG-­‐47.	  Science.	  302	  (2003)	  654–659.	  
63. Noss	   E.	  H.,	  Harding	  C.	  V.,	   Boom	  W.	  H.	  Mycobacterium	   tuberculosis	   inhibits	  MHC	   class	   II	   antigen	  
processing	  in	  murine	  bone	  marrow	  macrophages.	  Cell	  Immunol.	  201	  (2000)	  63–74.	  
64. Boss	   J.	   M.,	   Jensen	   P.	   E.	   Transcriptional	   regulation	   of	   the	   MHC	   class	   II	   antigen	   presentation	  
pathway.	  Curr	  Opin	  Immunol.	  15	  (2003)	  105–111.	  	  
65. Pai	   R.	   K.	   et	   al.	  Prolonged	   Toll-­‐like	   receptor	   signaling	   by	  Mycobacterium	   tuberculosis	   and	   its	   19-­‐
kilodalton	   lipoprotein	   inhibits	   gamma	   interferon-­‐induced	   regulation	   of	   selected	   genes	   in	  
macrophages.	  Infect	  Immun.	  72	  (2004)	  6603–6614.	  	  
66. Pai	   R.K.,	   et	   al.,	   Inhibition	   of	   IFN-­‐gamma-­‐induced	   class	   II	   transactivator	   expression	   by	   a	   19-­‐kDa	  
lipoprotein	   from	   Mycobacterium	   tuberculosis:	   a	   potential	   mechanism	   for	   immune	   evasion.	   J	  
Immunol.	  171	  (2003)	  175-­‐184.	  
67. Torrelles	  J.B.,	  et	  al.	  Role	  of	  C-­‐type	  lectins	  in	  mycobacterial	  infections.	  Curr	  Drug	  Targets.	  9	  (2008)	  
102-­‐112.	  
68. Bafica	   A.,	   et	   al.,	   TLR9	   regulates	   Th1	   responses	   and	   cooperates	   with	   TLR2	   in	   mediating	   optimal	  
resistance	  to	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  J	  Exp	  Med.	  202	  (2005)	  1715-­‐1724.	  
69. Fremond	   C.M.,	   et	   al.	   Fatal	   Mycobacterium	   tuberculosis	   infection	   despite	   adaptive	   immune	  
response	  in	  the	  absence	  of	  MyD88.	  J	  Clin	  Invest.	  114	  (2004)	  1790-­‐1799.	  
70. Holscher	  C.,	   et	   al.	   Containment	  of	   aerogenic	  Mycobacterium	   tuberculosis	   infection	   in	  mice	  does	  
not	  require	  MyD88	  adaptor	  function	  for	  TLR2,	  -­‐4	  and	  -­‐9.	  Eur	  J	  Immunol.	  38	  (2008)	  680-­‐694.	  
71. Fremond	   C.M.,	   et	   al.	   IL-­‐1	   receptor-­‐mediated	   signal	   is	   an	   essential	   component	   of	   MyD88-­‐
dependent	  innate	  response	  to	  Mycobacterium	  tuberculosis	  infection.	  J	  Immunol.	  179	  (2007)	  1178-­‐
1189.	  
	  Bibliografía	  
92	  
	  
72. Crowle	   A.J.,	   E.J.,	   Ross,	   M.H.	   May.	   Inhibition	   by	   1,25(OH)2-­‐vitamin	   D3	   of	   the	   multiplication	   of	  
virulent	  tubercle	  bacilli	  in	  cultured	  human	  macrophages.	  Infect	  Immu.	  55	  (1987)	  2945-­‐2950.	  
73. Martineau	  A.R.,	  et	  al.	   IFN-­‐gamma-­‐	  and	  TNF-­‐independent	  vitamin	  D-­‐inducible	  human	  suppression	  
of	  mycobacteria:	  the	  role	  of	  cathelicidin	  LL-­‐37.	  J	  Immunol.	  178	  (2007)	  7190-­‐7198.	  
74. Liu	  P.T.,	  et	  al.	  Toll-­‐like	  receptor	  triggering	  of	  a	  vitamin	  D-­‐mediated	  human	  antimicrobial	  response.	  
Science.	  311	  (2006)	  1770-­‐1773.	  
75. Liu	   P.T.,	   et	   al.	   Cutting	   edge:	   vitamin	   D-­‐mediated	   human	   antimicrobial	   activity	   against	  
Mycobacterium	  tuberculosis	   is	  dependent	  on	  the	  induction	  of	  cathelicidin.	  J	  Immunol.	  179	  (2007)	  
2060-­‐2063.	  
76. Levine	   	   B.,	   D.J.	   Klionsky,	   Development	   by	   self-­‐digestion:	   molecular	   mechanisms	   and	   biological	  
functions	  of	  autophagy.	  Dev	  Cell.	  6	  (2004)	  463-­‐477.	  
77. Gutierrez	   M.G.,	   et	   al.	   Autophagy	   is	   a	   defense	   mechanism	   inhibiting	   BCG	   and	  Mycobacterium	  
tuberculosis	  survival	  in	  infected	  macrophages.	  Cell.	  119	  (2004)	  753-­‐766.	  
78. Singh	  S.B.,	  et	  al.	  Human	  IRGM	  induces	  autophagy	  to	  eliminate	  intracellular	  mycobacteria.	  Science.	  
313	  (2006)	  1438-­‐1441.	  
79. Xu	   Y.,	   et	   al.	   Toll-­‐like	   receptor	   4	   is	   a	   sensor	   for	   autophagy	   associated	   with	   innate	   immunity.	  
Immunity.	  27	  (2007)	  135-­‐144.	  
80. Geijtenbeek	  T.B.,	  et	  al.	  Mycobacteria	  target	  DC-­‐SIGN	  to	  suppress	  dendritic	  cell	  function.	  J	  Exp	  Med.	  
197	  (2008)	  7-­‐17.	  
81. Dumitriu	  I.E.,	  et	  al.	  Release	  of	  high	  mobility	  group	  box	  1	  by	  dendritic	  cells	  controls	  T	  cell	  activation	  
via	  the	  receptor	  for	  advanced	  glycation	  end	  products.	  J	  Immunol.	  174	  (2005)	  7506-­‐7515.	  
82. Kazama	   H.,	   et	   al.	   Induction	   of	   immunological	   tolerance	   by	   apoptotic	   cells	   requires	   caspase-­‐
dependent	  oxidation	  of	  high-­‐mobility	  group	  box-­‐1	  protein.	  Immunity.	  29	  (2008)	  21-­‐32.	  
83. Noss	  E.H.,	  et	  al.	  Toll-­‐like	  receptor	  2-­‐dependent	   inhibition	  of	  macrophage	  class	   II	  MHC	  expression	  
and	   antigen	   processing	   by	   19-­‐kDa	   lipoprotein	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis.	   J	   Immunol.	   167	  
(2001)	  910-­‐918.	  
84. Rusell	   D.	   G.,	   Bentrup	   K.	   H.	   Mycobacterial	   persistence:	   adaptation	   to	   a	   changing	   environment.	  
Trends	  microbiol.	  9	  (2001)	  597	  –	  605.	  
85. Sherman,	   D.R.	   et	   al.	   Regulation	   of	   the	   Mycobacterium	   tuberculosis	   hypoxic	   response	   gene	  
encoding	  α-­‐crystallin.	  Proc	  Natl	  Acad	  Sci	  USA.	  98	  (2001)	  7534–7539.	  
86. Poole,	  R.K.,	  Hughes,	  M.N.	  New	  functions	  for	  the	  ancient	  globin	  family:	  bacterial	  responses	  to	  nitric	  
oxide	  and	  nitrosative	  stress.	  Mol	  Microbiol.	  36	  (2000)	  775–783.	  
87. Wilkinson,	   R.J.	   et	   al.	   Human	   T-­‐	   and	   B-­‐cell	   reactivity	   to	   the	   16	   kD	   α-­‐crystallin	   protein	   of	  
Mycobacterium	  tuberculosis.	  Scand.	  J	  Immunol.	  48	  (1998)	  403–409.	  
88. Schaible,	   U.E.	   et	   al.	   Cytokine	   activation	   leads	   to	   acidification	   and	   increases	   maturation	   of	  
Mycobacterium	   avium-­‐containing	   phagosomes	   in	   murine	   macrophages.	   J	   Immunol.	   160	   (1998)	  
1290–1296.	  
89. Society	  AT.	  Targeted	  tuberculin	  testing	  and	  treatment	  of	  latent	  tuberculosis	  infection.	  This	  official	  
statement	  of	  the	  American	  Thoracic	  Society	  was	  adopted	  by	  the	  ATS	  Board	  of	  Directors,	  July	  1999.	  
This	   is	   a	   Joint	   Statement	   of	   the	   American	   Thoracic	   Society	   (ATS)	   and	   the	   Centers	   for	   Disease	  
Control	   and	   Prevention	   (CDC).	   This	   statement	   was	   endorsed	   by	   the	   Council	   of	   the	   Infectious	  
	  Bibliografía	  
93	  
	  
Diseases	   Society	   of	   America.	   (IDSA),	   September	   1999,	   and	   the	   sections	   of	   this	   statement.	  Am	   J	  
Respir	  Crit	  Care	  Med.	  161	  (2000)	  S221-­‐S247.	  
90. McCune	   R.M.	   Jr,	  McDermott	  W,	   Tompsett	   R.	   The	   fate	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis	   in	  mouse	  
tissues	  as	  determined	  by	  the	  microbial	  enumeration	  technique.	  II.	  The	  conversion	  of	  tuberculous	  
infection	   to	   the	   latent	  state	  by	   the	  administration	  of	  pyrazinamide	  and	  a	  companion	  drug.	   J	  Exp	  
Med.	  104	  (1956)	  763-­‐802.	  
91. Goletti	  D.,	  Vincenti	  D.,	  Carrara	  S.,	  Butera	  O.,	  Bizzoni	  F.,	  Bernardini	  G.,	  et	  al.	  Selected	  RD1	  peptides	  
for	  active	   tuberculosis	  diagnosis:	   comparison	  of	  a	  gamma	   interferon	  whole-­‐blood	  enzyme-­‐linked	  
immunosorbent	   assay	   and	   an	   enzyme-­‐linked	   immunospot	   assay.	   Clin	   Diagn	   Lab	   Immunol.	   12	  
(2005)	  1311-­‐1316.	  
92. Orme	   I.M.	   A	   mouse	   model	   of	   the	   recrudescence	   of	   latent	   tuberculosis	   in	   the	   elderly.	   Am	   Rev	  
Respir	  Dis.	  137	  (1988)	  716-­‐718.	  
93. Capuano	   S.V.	   III,	   Croix	   D.A.,	   Pawar	   S.,	   Zinovik	   A.,	   Myers	   A.,	   Lin	   P.L.,	   et	   al.	   Experimental	  
Mycobacterium	   tuberculosis	   infection	   of	   Cynomolgus	   macaques	   closely	   resembles	   the	   various	  
manifestations	  of	  human	  M.	  tuberculosis	  infection.	  Infect	  Immun.	  71	  (2003)	  5831-­‐5844.	  
94. Arriaga	   A.K.,	   Orozco	   E.H.,	   Aguilar	   L.D.,	   Rook	   G.A.,	   Hernandez-­‐Pando	   R.	   Immunological	   and	  
pathological	   comparative	   analysis	   between	   experimental	   latent	   tuberculous	   infection	   and	  
progressive	  pulmonary	  tuberculosis.	  Clin	  Exp	  Immunol.	  128	  (2002)	  229-­‐237.	  
95. Hernandez−Pando	   R.,	   Orozco	   H.,	   Aguilar	   D.	   Factors	   that	   deregulate	   the	   protective	   immune	  
response	  in	  tuberculosis.	  Arch	  Immunol	  Ther	  Exp.	  57	  (2009)	  355–367.	  
96. Wayne	   L.,	   Hayes,	   L.	   An	   in	   vitro	   Model	   for	   sequential	   study	   of	   shiftdown	   of	   Mycobacterium	  
tuberculosis	  through	  two	  stages	  of	  nonreplicating	  persistence.	  Infect	  and	  Immun.	  64	  (1996)	  2062-­‐
2069.	  
97. Loebel,	   R.O.,	   Shorr,	   E.,	   Richardson,	   H.B.	   The	   influence	   of	   foodstuffs	   upon	   the	   respiratory	  
metabolism	  and	  growth	  of	  human	  tubercle	  bacilli.	  J	  Bacteriol.	  26	  (1933)	  139–166.	  
98. Loebel,	  R.O.,	  Shorr,	  E.,	  Richardson,	  H.B.	  The	  influence	  of	  adverse	  conditions	  upon	  the	  respiratory	  
metabolism	  and	  growth	  of	  human	  tubercle	  bacilli.	  J	  Bacteriol.	  26	  (1933)	  167–200.	  
99. Betts	  J.	  C.,	  Luckey	  P.	  T.,	  Robb	  Lc.	  C.,	  McAdam	  R.	  A.,	  Duncan	  K.	  Evaluation	  of	  a	  nutrient	  starvation	  
model	  of	  Mycobacterium	   tuberculosis	  persistence	  by	   gene	  and	  protein	  expression	  profiling.	  Mol	  
Microbiol.	  43	  (2002)	  717–731.	  
100. McDougald,	   D.,	   Rice,	   S.A.,	   Weichart,	   D.	   and	   Kjelleberg,	   S.	   Nonculturability:	   adaptation	   or	  
debilitation?	  FEMS	  Microbiol	  Ecol.	  25	  (1998)	  1–9.	  
101. Gillespie,	   J.,	   Barton,	   L.	   and	   Rypta,	   W.	   Phenotypic	   changes	   in	   mycobacteria	   Brown	   in	   oxygen	   –	  
limited	  conditions,	  J	  Med	  Microbiol.	  1	  (1986)	  251	  –	  255.	  
102. Anuchin,	  A.	  M.,	  Mulyukin,	  A.	  L.,	  Suzina,	  N.	  S.,	  Duda,	  V.	   I.,	  El-­‐Registan,	  G.	   I.	  and	  Kaprelyants,	  A.	  S.	  
Dormant	  forms	  of	  Mycobacterium	  smegmatis	  with	  distinct	  morphology.	  Microbiology.	  155	  (2009)	  
1071–1079.	  
103. Pai,	  S.R.,	  Actor,	  J.K.,	  Sepulveda,	  E.,	  Hunter,	  R.L.	  and	  Jagannath	  C.	  Identification	  of	  viable	  and	  non-­‐
viable	  Mycobacterium	   tuberculosis	   in	  mouse	   organs	   by	   directed	   RT-­‐PCR	   for	   antigen	   85B	  mRNA.	  
Microb	  Pathog.	  28	  (2000)	  335–342.	  
104. Allen,	  M.J.	  Electrochemical	  aspects	  of	  metabolism.	  Bacteriol	  Rev.	  30	  (1966)	  80–93.	  
	  Bibliografía	  
94	  
	  
105. Matsunaga,	  T.,	  Karube,	  I.,	  Suzuki,	  S.	  Electrochemical	  determination	  of	  cell	  populations.	  Eur	  J	  Appl	  
Microbiol	  Biotechnol.	  10	  (1980)	  125–132.	  
106. Shumyantseva	  V.	  V.,	  Bulko	  T.V.,	  Kuznetsova	  G.P.,	  Samenkova	  N.F.,	  Archakov	  A.I.	  Electrochemistry	  
of	   cytochromes	   p450:	   analysis	   of	   current-­‐voltage	   characteristics	   of	   electrodes	  with	   immobilized	  
cytochromes	  p450	  for	   the	  screening	  of	  substrates	  and	   inhibitors.	  Biochemistry	   (Mosc).	  74	   (2009)	  
438–444.	  	  
107. Kara	  P.,	  Cavusoglu	  C.,	  Cavdar	  S.,	  Ozsoz	  M.	  Direct	  electrochemical	   genosensing	   for	  multiple	  point	  
mutation	   detection	   of	   Mycobacterium	   tuberculosis	   during	   the	   development	   of	   rifampicyn	  
resistance.	  Biosens	  Bioelectron.	  24	  (2009)	  1796–1800.	  
108. Kuznetsov	   B.,	   Davydova	  M.,	   Shleeva	  M.,	   Shleev	   S.,	   Kaprelyants	   A.,	   Yaropolov	  A.	   Electrochemical	  
investigation	   of	   the	   dynamics	   of	  Mycobacterium	   smegmatis	   cells’	   transformation	   to	   dormant,	  
nonculturable	  form.	  Bioelectrochemistry.	  	  64	  (2004)	  125	  –	  131.	  
109. Díaz-­‐González	   M.,	   González-­‐García	   M.B.	   Costa-­‐García	   A.	   Immunosensor	   for	   Mycobacterium	  
tuberculosis	  on	  screen-­‐printed	  carbon	  electrodes.	  Biosens	  Bioelectron.	  20	  (2005)	  2035–2043.	  	  
110. Kuznetsov,	   B.	   A.,	   Khlupova,	   M.	   T.,	   Shleev,	   S.	   V.,	   Kaprel’yants,	   A.	   S.	   and	   Yaropolov,	   A.	   I.	   An	  
Electrochemical	   Method	   for	   Measuring	   Metabolic	   Activity	   and	   Counting	   Cells.	   Appl	   Biochem	  
Microbiol.	  42	  (2006)	  525–533.	  
111. Gillespie	   J.,	   Barton	   L.	   Rypta	  W.	   Phenotypic	   changes	   in	  mycobacteria	   Brown	   in	   oxygen	   –	   limited	  
conditions.	  J	  Med	  Microbiol.	  1	  (1986)	  251	  –	  255.	  
112. Berney	  M.,	   Cook	   G.M.	   Unique	   Flexibility	   in	   Energy	  Metabolism	   Allows	  Mycobacteria	   to	   Combat	  
Starvation	  and	  Hypoxia.	  PLoS	  One	  (2010)	  5(1):	  e8614.	  doi:10.1371/journal.pone.000861.	  
113. Campuzano	  J.,	  Aguilar	  D.,	  Arriaga	  K.,	  León	  J.	  C.,	  Salas-­‐Rangel	  L.,	  González	  J.,	  Hernández-­‐Pando	  R.,	  
Espitia	  C.	  The	  PGRS	  domain	  of	  Mycobacterium	  tuberculosis	  PE	  PGRS	  Rv1759c	  antigen	  is	  an	  efficient	  
subunit	   vaccine	   to	   prevent	   reactivation	   in	   a	  murine	  model	   of	   chronic	   tuberculosis.	  Vaccine.	   25	  
(2007)	  3722–3729.	  
114. Boon	  C.,	  Li,	  R.,	  Qi	  R.,	  Dick	  T.	  Proteins	  of	  Mycobacterium	  bovis	  BCG	  induced	  in	  the	  Wayne	  Dormancy	  
Model.	  Journal	  of	  Bacteriology.	  183	  (2001)	  2672-­‐2676.	  	  
115. Helm	   I.,	   Jalukse	   L.,	   Vilbaste	   M.,	   Leito	   I.	   Micro-­‐Winkler	   titration	   method	   for	   dissolved	   oxygen	  
concentration	  measurement.	  Anal	  Chim	  Acta.	  648	  (2009)167-­‐173.	  	  
116. Warren	  N.,	  Body	  B.,	  Dalton	  H.	  P.	  An	  improved	  reagent	  for	  mycobacterial	  nitrate	  reductase	  tests.	  J	  
Clin	  Microbiol.	  18	  (1983)	  546–549.	  
117. Weber	  I.,	  Frits	  C.,	  Ruttkowski	  S.,	  Kreft,	  A.,	  Bange,	  F.	  Anaerobic	  nitrate	  reductase	  (narGHJI)	  activity	  
of	  Mycobacterim	  bovis	   BCG	   in	   vitro	   and	   its	   contribution	   to	   virulence	   in	   immnunodeficient	  mice.	  
Mol	  Microbiol.	  35	  (2000)	  1017–1025.	  
118. Steadham	   J.	   Reliable	   Urease	   Test	   for	   Identification	   of	  Mycobacteria.	   J	   Clin	  Microbiol.	   10	   (1979)	  
134–137.	  
119. Shi	   L,	   Jung	   YJ,	   Tyagi	   S,	   Gennaro	  ML,	   North	   RJ.	   Expression	   of	   Th1-­‐mediated	   immunity	   in	  mouse	  
lungs	   induces	  a	  Mycobacterium	  tuberculosis	  transcription	  pattern	  characteristic	  of	  nonreplicating	  
persistence.	  Proc	  Natl	  Acad	  Sci	  USA.	  100	  (2003)	  241–246.	  
120. Badillo-­‐López	   C.,	   González-­‐Mejía	   A.,	   Helguera-­‐Repetto	   C.,	   Salas-­‐Rangel	   L.,	   Rivera-­‐Gutiérrez	   S.,	  
Cerna-­‐Cortés	   J.,	  González	   y	  Merchand	   J.	  Differential	   expression	  of	  dnaA	   and	  dosR	   genes	   among	  
	  Bibliografía	  
95	  
	  
members	   of	   the	  Mycobacterium	   tuberculosis	   complex	   under	   oxic	   and	   hypoxic	   conditions.	   Intl	  
microbiol.	  13	  (2010)	  9-­‐13.	  
121. World	   Health	   Organization.	   2006.	   Fact	   sheet	   nº	   104.	   En	  
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs104/en/print.html.	  	  
122. World	  Health	  Organization.	  Multidrug	  and	  extensively	  drug-­‐resistant	  TB	  (M/XDR-­‐TB):	  2010	  global	  
report	  on	  surveillance	  and	  response;	  Publications	  of	  the	  World	  Health	  Organization:	  Suiza,	  2010;	  p	  
1-­‐20.	  	  
123. Deb	  C,	  Lee	  C.M.,	  Dubey	  V.S.,	  Daniel	  J.,	  Abomoelak	  B.,	  Sirakova	  T.D.,	  Pawar	  S.,	  Rogers	  L.,	  Kolatukudi	  
P.E.	  A	  novel	   in	  vitro	  multiple-­‐stress	  dormancy	  model	  for	  Mycobacterium	  tuberculosis	  generates	  a	  
lipid-­‐loaded,	  drug-­‐tolerant,	  dormant	  pathogen.	  PLoS	  One	  (2009)	  4:e6077.	  	  
124. Rustad,	   T.R.,	   Harrell,	   M.I.,	   Liao,	   R.	   and	   Sherman,	   D.R.	   The	   Enduring	   Hypoxic	   Response	   of	  
Mycobacterium	  tuberculosis.	  PLoS	  ONE	  (2008)	  3(1):	  e1502.	  
125. Reyrat	   J.	   M.,	   Berthet	   F.	   X.,	   Gicquel	   B.	   The	   urease	   locus	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis	   and	   its	  
utilization	   for	   the	   demonstration	   of	   allelic	   exchange	   in	  Mycobacterium	   bovis	   Bacillus	   Calmette-­‐
Guérin.	  Proc	  Natl	  Acad	  Sci	  USA.	  92	  (1995)	  8768–8772.	  	  
126. Sohaskey	  C.	  D.	  Regulation	  of	  nitrate	   reductase	  activity	   in	  Mycobacterium	  tuberculosis	  by	  oxygen	  
and	  nitric	  oxide.	  Microbiology.	  151	  (2005)	  3803	  –	  3810.	  
127. Khan	  A.,	  Sarkar,	  D.	  Identification	  of	  a	  respiratory-­‐type	  nitrate	  reductase	  and	  its	  role	  for	  survival	  of	  
Mycobacterium	  smegmatis	  in	  Wayne	  model.	  Microbial	  Pathogen.	  41	  (2006)	  90–95.	  	  
128. Desjardin	  L.E.,	  Haye	  L.G.,	  Sohaskey	  C.D.,	  Wayne	  L.G.,	  Eisenach	  KD.	  Microarophilic	  induction	  of	  the	  
alpha-­‐chrystallin	   chaperone	   protein	   homologue	   (hpsX)	   mRNA	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis.	   J	  
Bacteriol.	  183	  (2001)	  5311-­‐5316.	  
129. Menéndez	   M	   del	   C,	   Rebollo	   M.J.,	   Núñez	   M	   del	   C,	   Cox	   R.A.	   Analysis	   of	   the	   precursor	   of	   rRNA	  
fractions	   of	   rapidly	   growing	  mycobacteria:	   Quantification	   by	  methods	   that	   include	   the	   use	   of	   a	  
promoter	  (rrnA	  P1)	  as	  a	  novel	  standard.	  J	  Bacteriol.	  187	  (2005)	  534-­‐543.	  	  	  
130. Schnappinger	  D.,	  Ehrt	  S.,	  Voskuil	  M.I.,	   Liu	  Y.,	  Mangan	   J.A.,	  Monahan	   I.M.,	  Dolganov	  G.,	  Efron	  B.,	  
Butcher	   P.D,	   Nathan	   C.,	   Schoolnik	   G.K.	   Transcriptional	   adaption	   of	  Mycobacterium	   tuberculosis	  
within	  macrophages:	  insights	  into	  the	  phagosomal	  environment.	  J	  Exp	  Med.	  198	  (2003)	  693-­‐704.	  
131. Timm	   JF,	   Post	   FA,	   Bekker	   LG,	  Walther	   GB,	  Manganelli	   R,	   Chan	  WT,	   Tsenova	   L,	   Gold	   B,	   Smith	   I,	  
Kaplan	   G.,	   McKinney	   D.	   Differential	   expression	   of	   iron,	   carbon	   and	   oxygen-­‐responsive	  
mycobacterial	  genes	   in	  the	   lung	  of	  chronically	   infected	  mice	  and	  tuberculosis	  patients.	  Proc	  Natl	  
Acad	  Sci	  USA.	  100	  (2003)	  14321-­‐14326.	  
132. Marjanovic	   O.,	  Iavarone	   A.T.,	  Riley	   L.W.	   Sulfolipid	   accumulation	   in	  Mycobacterium	   tuberculosis	  
disrupted	  in	  the	  mce2	  operon.	  J	  Microbiol.	  49	  (2011)	  441-­‐447.	  	  
133. Muñoz	  E.,	  McKinney	  J.D.	  Carbon	  metabolism	  of	  intracellular	  bacteria.	  Cell	  microbiol.	  8	  (2006)	  10-­‐
22.	  
134. Ouellet	  H.,	  Johnston	  J.B.,	  Ortiz	  de	  Montellano	  P.R.	  (2011)	  Cholesterol	  catabolism	  as	  a	  therapeutic	  
target	  in	  Mycobacterium	  tuberculosis.	  Cell	  press,	  Trends	  microbiol.	  Doi:10.1016/j.tim.2011.07.009	  	  
135. Daniel	   J.,	  Deb	  C.,	  Dubey	  V.	  S.,	  Sirakova	  T.	  D.,	  Abomoelak	  B.,	  Morbidoni	  H.	  R.	  &	  Kolattukudy	  P.	  E.	  
Induction	   of	   a	   novel	   class	   of	   diacylglycerol	   acyltransferases	   and	   triacylglycerol	   accumulation	   in	  
	  Bibliografía	  
96	  
	  
Mycobacterium	  tuberculosis	  as	  it	  goes	  into	  a	  dormancy-­‐like	  state	  in	  culture.	  J	  Bacteriol.	  186	  (2004)	  
5017-­‐5030.	  
136. Starck	  J.,	  Kallenius	  G.,	  Marklund	  B.	  I.,	  Andersson	  D.	  I.,	  Akerlund,	  T.	  Comparative	  proteome	  analysis	  
of	  Mycobacterium	  tuberculosis	  grown	  under	  aerobic	  and	  anaerobic	  conditions.	  Microbiology.	  150	  
(2004)	  3821-­‐3829.	  
137. Singh	  A,	  Crossman	  D.	  K.,	  Mai	  D.,	  Guidry	  L.,	  Voskuil	  M.I.,	  Renfrow	  M.	  B.,	  Steyn	  A.J.	  Mycobacterium	  
tuberculosis	   WhiB3	   manteins	   redox	   homeostasis	   by	   regulating	   virulence	   lipid	   anabolism	   to	  
modulate	  macrophage	  response.	  PLoS	  Pathog.	  (2009)	  5:e1000545.	  
138. Asensio	  G.	  J.,	  Mostowy	  S,	  Harders-­‐Westerveen	  J,	  Huygen	  K,	  Hernández-­‐Pando	  R,	  Thole	  J,	  Behr	  M,	  
Gicquel	  B.,	  Martín	  C.	  PhoP:	  a	  missing	  piece	  in	  the	  intrincate	  puzzle	  of	  Mycobacterium	  tuberculosis	  
virulence.	  PLoS	  One	  (2008)	  3:e3496.	  
139. Cardona	  P.,	  Soto	  C.,	  Martin	  C.,	  Giquel	  B.,	  Agusti	  G.,	  Guirado	  E.,	  Sirakova	  T.,	  Kolattukudy	  P.,	  Julian	  
E.,	  Luquin	  M.	  Neutral	  red	  reaction	  is	  related	  with	  virulence	  and	  cell	  wall	  methyl-­‐ramified	  lipids	  in	  
Mycobacterium	  tuberculosis.	  Microbes	  and	  Infect.	  8	  (2006)	  183	  –	  190.	  	  
140. Sirakova	   T.	   D.,	   Thirumala	   A.	   K.,	   Dubey	   V.	   S.,	   Sprecher	   H.,	   Kolattukudy	   P.	   E.	   The	  Mycobacterium	  
tuberculosis	  pks2	  gene	  encodes	  the	  synthase	  for	  the	  hepta-­‐	  and	  octamethyl-­‐branched	  fatty	  acids	  
required	  for	  sulfolipid	  synthesis.	  J	  Biol	  Chem.	  276	  (2001)	  16833-­‐16839.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  Material	  anexo	  
97	  
	  
MATERIAL	  ANEXO	  
	  
Anexo	  A.	  Especificidad	  de	  cebadores	  diseñados	  para	  qPCR	  
	  
	  
	  
Figura	  A1.	  Productos	  de	  amplificación	  a	  partir	  de	  DNA	  de	  Mtb	  H37Rv	  y	  los	  cebadores	  presentados	  en	  la	  
tabla	  3.	  Marcador	  de	  peso	  Molecular	  (1);	  Control	  negativo	  (2);	  pks3	  168	  pb	  (3);	  pks4	  201	  pb	  (4);	  mmpL10	  
237	  pb	  (5);	  papA3	  226	  pb	  (6);	  pks2	  154	  pb	  (7);	  mmpL8	  197	  pb	  (8);	  papA1	  178	  pb	  (9);	  papA2	  153	  pb	  (10);	  
sigA	  208	  pb	  (11).	  Este	  electroferograma	  fue	  obtenido	  en	  un	  trabajo	  previo5.	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Anexo	  B.	  Curvas	  tipo	  para	  la	  cuantificación	  de	  la	  transcripción	  de	  genes	  de	  trabajo	  por	  qPCR	  y	  valores	  
normalizados	  de	  transcripción	  genética.	  
	  
Figura	  B1.	  Curvas	  de	  fluorescencia	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Figura	  B2.	  Curvas	  de	  melting	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Figura	  B3.	  Curvas	  de	  calibración	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
 	  
	  
 	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  Material	  anexo	  
101	  
	  
Tabla	  B1.	  Expresión	  genética	  normalizada	  y	  relativa	  de	  los	  genes	  de	  estudio	  
	  
Gen	   Fase	  de	  crecimiento	   Transcripción	  normalizada	  
pks2	  
F.	  logarítmica	   1.34x10-­‐2	  ±	  1.03x10-­‐3	  
F.	  estacionaria	   9.24x10-­‐3	  ±	  1.44x10-­‐3	  
NRP1	   2.43x10-­‐2	  ±	  2.20x10-­‐3	  
NRP2	   2.56x10-­‐1	  ±	  2.76x10-­‐2	  
papA1	  
F.	  logarítmica	   1.26x10-­‐2	  ±	  8.18x10-­‐4	  
F.	  estacionaria	   4.05x10-­‐2	  ±	  3.60x10-­‐3	  
NRP1	   7.46x10-­‐2	  ±	  2.26x10-­‐4	  
NRP2	   2.15x10-­‐1	  ±	  1.40x10-­‐2	  
papA2	  
F.	  logarítmica	   4.26x10-­‐3	  ±	  2.26x10-­‐4	  
F.	  estacionaria	   1.73x10-­‐2	  ±	  2.93x10-­‐3	  
NRP1	   1.06x10-­‐2	  ±	  3.46x10-­‐5	  
NRP2	   3.48x10-­‐2	  ±	  6.34x10-­‐3	  
mmpl8	  
F.	  logarítmica	   2.17x10-­‐2	  ±	  3.62x10-­‐3	  
F.	  estacionaria	   1.58x10-­‐2	  ±	  4.80x10-­‐3	  
NRP1	   6.51x10-­‐3	  ±	  3.55x10-­‐4	  
NRP2	   2.46x10-­‐6	  ±	  3.82x10-­‐7	  
pks3	  
F.	  logarítmica	   1.27x10-­‐2	  ±	  3.30x10-­‐4	  
F.	  estacionaria	   2.32x10-­‐2	  ±	  2.38x10-­‐3	  
NRP1	   1.56x10-­‐2	  ±	  1.47x10-­‐3	  
NRP2	   1.34x10-­‐1	  ±	  1.72x10-­‐3	  
pks4	  
F.	  logarítmica	   1.68x10-­‐2	  ±	  1.04x10-­‐3	  
F.	  estacionaria	   2.24x10-­‐2	  ±	  5.29x10-­‐3	  
NRP1	   1.53x10-­‐2	  ±	  3.04x10-­‐3	  
NRP2	   1.95x10-­‐1	  ±	  5.54x10-­‐2	  
papA3	  
F.	  logarítmica	   1.79x10-­‐2	  ±	  2.29x10-­‐3	  
F.	  estacionaria	   7.87x10-­‐3	  ±	  1.19x10-­‐3	  
NRP1	   4.21x10-­‐2	  ±	  1.28x10-­‐3	  
NRP2	   8.60x10-­‐3	  ±	  9.62x10-­‐4	  
mmpl10	  
F.	  logarítmica	   1.33x10-­‐2	  ±	  1.69x10-­‐3	  
F.	  estacionaria	   3.66x10-­‐3	  ±	  1.03x10-­‐4	  
NRP1	   2.78x10-­‐3	  ±	  6.02x10-­‐4	  
NRP2	   5.92x10-­‐3	  ±	  1.61x10-­‐4	  
phoP	  
F.	  logarítmica	   1.35x10-­‐2	  ±	  2.60x10-­‐4	  
F.	  estacionaria	   7.32x10-­‐3	  ±	  1.03x10-­‐4	  
NRP1	   2.12x10-­‐2	  ±	  6.19x10-­‐3	  
NRP2	   1.27x10-­‐1	  ±	  7.14x10-­‐3	  
	  
